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(TCAT)n a (timin-citozin-adenin-timin) 5-11 ismétl désével kialakuló polimorfizmus 
48 bp VNTR a humán DRD4 gén III. exonjában elhelyezked  48 bp hosszú szekvencia, 
amely 2-10-szer ismétl dhet 
–521 C/T SNP A humán DRD4 gén promóter régiójában a –521. pozícióban citozin  
timin csere 
–615 A/G SNP A humán DRD4 gén promóter régiójában a –615. pozícióban adenin  gua-
nin csere 
–616 C/G SNP A humán DRD4 gén promóter régiójában a –616. pozícióban citozin  gu-
anin csere 
97C/T SNP A kutya TH gén kódoló régiójában a 97. pozícióban kétféle nukleotid for-
dulhat el  (C vagy T)  
264C/T SNP A kutya TH gén kódoló régiójában a 264. pozícióban kétféle nukleotid for-
dulhat el  (C vagy T) 
168A/G SNP A kutya TH gén kódoló régiójában a 168. pozícióban kétféle nukleotid for-
dulhat el  (A vagy G) 
180A/G SNP A kutya TH gén kódoló régiójában a 180. pozícióban kétféle nukleotid for-
dulhat el  (A vagy G) 
arg535cys A humán DBH gén 11. exonjában az 535. pozícióban arginin  cisztein 
módosulás 
168A allél A kutya TH gén 168-as helyen A van 
264T allél A kutya TH gén 264-es helyen T van  
2 allél A kutya DRD4 3. exon VNTR 2-es allélja 
3a allél A kutya DRD4 3. exon VNTR 3a allélja 
A adenin 
A7 allél A humán DAT gén 3’ régiójában található polimorfizmus 7 ismétl dést tar-
talmazó változata 
A9 allél A humán DAT gén 3’ régiójában található polimorfizmus 9 ismétl dést tar-
talmazó változata 
ADHD Attention Deficit Hyperactivity Disorder, figyelemhiányos hiperaktivitási 
zavar 
Arg arginin 
ASA allél-specifikus amplifikáció 
ATP adenozin-trifoszfát 
bp bázispár 
BSA marhaszérum-albumin (Bovine Serum Albumin) 
C citozin 
cAMP ciklikus adenozin-monofoszfát 
CNP copy number polymorphism, gén kópiaszám polimorfizmus 
CNV copy number variation, gén kópiaszám variáció 
COMT katekol-O-metiltranszferáz 
COS-7 afrikai zöld majom vese sejtvonal 
Cys cisztein 
DAT dopamin transzporter 
dATP dezoxi-adezin-trifoszfát 









dNTP a négy különböz  dezoxi-ribonukleozid-trifoszfát 1:1:1:1 arányú keveréke 
DRD4 dopamin D4-es receptor 
DSM-IV Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders 
DTT ditiotreitol 
dTTP dezoxi-timidin-trifoszfát 
E. coli Escherichia coli, bacterium 
EDTA etilén-diamin-tetraecetsav 




HeLa epithel karcinóma sejtvonal 
HUGO Human Genom Project 
IMR32 neuroblasztóma sejtvonal 
ins/del inzerció / deléció 
kb kilobázis 
L allél A kutya DRD4 1. exonban lév  24 bp ins/del hosszú allélja 
L-DOPA 3,4-dihidroxi-L-fenilalanin 
LINEs Long Interspersed Nuclear Elements 
MAO-A monoamino-oxidáz A 
MAO-B monoamino-oxidáz B 
mRNS messenger RNS, hírviv  RNS 
N.E.A.A. Non-essential aminoacid, nem esszenciális aminosavak 
ONPG o-nitrofenil- -D-galaktopiranozid, -galaktozidáz mesterséges szubsztrátja 
P allél A kutya DRD4 2. intron hosszúság polimorfizmus rövid allélja 
pCMV Citomegalo-vírus promóterét tartalmazó vektor 
PCR Polimerase Chain Reaction, polimeráz láncreakció 
pGL3-B pGL3-Basic, promóter nélküli riporter vektor 
pGL3-C pGL3-Control, SV40 er s promótert tartalmazó riporter vektor 
Q-allél A kutya DRD4 2. intron hosszúság polimorfizmus hosszú allélja 
qPCR kvantitatív vagy real-time PCR 
ρ Spearman-korreláció 
RFLP Restriction Fragment Length Polymorpism (restrikciós fragmentum hosszú-
ság polimorfizmus) 
RNS ribonukleinsav 
S allél A kutya DRD4 1. exonban lév  24 bp ins/del rövid allélja 
SDS Sodium Dodecyl Sulfate (Na-lauril-szulfát) 
SINEs Short Interspersed Nuclear Elements 




SNP Single Nucleotide Polymorphism, egypontos nukleotid variáció 
SPSS statisztikai programcsomag 
STR Short Tandem Repeat 
T timin 
TAE Tris-acetát-EDTA pufferoldat (10mM Tris, 2mM EDTA, ph = 8,0) 
TDT Transmission Disequilibrium Test (preferenciális allél-/haplotípus-átadás 
vizsgálat) 
TF transzkripciós faktor 
TH tirozin-hidroxiláz 
TH6 – TH10 
allélok 
A humán TH gén 1. intronjában található (TCAT)n elem 6 – 10 ismétl dést 
tartalmazó alléljai 
VNTR Variable Number of Tandem Repeats, hosszúság-polimorfizmus 
-gal -galaktozidáz 





A viselkedés genetikai meghatározottságának vizsgálatára a pszichiátriai kutatásokban 
egyre nagyobb hangsúlyt fektetnek. A neurotranszmitter rendszerek genetikai polimor-
fizmusai fontos szerepet játszhatnak a személyiségjegyek kialakításában, valamint 
nagyszámú pszichiátriai és pszichológiai rendellenesség hátterében állhatnak. Ilyen pél-
dául a figyelemhiányos hiperaktivitási zavar (ADHD: Attention Deficit Hyperactivity 
Disorder), valamint bizonyos személyiségjegyek (pl.: extraverzió, neuroticizmus). A 
viselkedés-genetikai kutatások eredményei azt mutatták, hogy a legtöbb rendellenesség 
becsült örökölhet sége 0,4–0,6 között van, ez az érték az ADHD esetében még maga-
sabb 0,7–0,8. Az eredményekb l látható, hogy a viselkedési zavarok genetikailag rend-
szerint meghatározottak, azonban komplex örökl dés ek: sok gén kis hatású változatá-
nak együttes el fordulása szerepel a zavar kialakulásának hátterében. 
A fent említett rendellenességek genetikai hátterének felderítésére a pszichogenetikai 
vizsgálatokban egyre inkább a kandidáns gének asszociáció-analízisét végzik. Ennek 
során azt vizsgálják, hogy a kiválasztott gén összefüggésbe hozható-e az adott 
fenotípusos jeggyel. Kandidáns génként általában a neurotranszmitterek képz désében, 
lebontásában, illetve a jelátvitelben szerepet játszó fehérjék génjeit tanulmányozzák. 
Ezért a pszichiátriai illetve pszichológiai kutatások sokat foglalkoznak a monoaminerg 
rendszerekkel, ezen belül a dopamin rendszerrel is, mely az ösztönös magatartások, ér-
zelmek, motiváció kialakításában, valamint a kognitív funkciókban játszik szerepet. 
 A pszichogenetikai kutatások egyik legtöbbet vizsgált célgénje a dopamin D4-es recep-
tor 3. exonjában lév  hosszúság polimorfizmus, melynek hosszú génváltozatát össze-
függésbe hozták bizonyos személyiségjegyekkel, mint például az újdonságkereséssel és 
a kitartással. Ezen ismétl dési polimorfizmus az egyik legszélesebb körben vizsgált ge-
netikai variáció, melyet többek közt az ADHD egyik lehetséges rizikófaktoraként tarta-
nak számon.  
A viselkedés genetikai hátterének vizsgálatára (pl. ADHD) gyakran használnak állat-
modelleket, a legtöbb esetben rágcsálókat. Az utóbbi id ben azonban egyre több kísér-
letben a kutyát alkalmazzák modell állatként. Számos publikáció jelenik meg a kutyák 
viselkedésér l, melyekben megfelel  modellnek bizonyultak a szociális vonzódás és 
köt dés, az agresszió és a kooperáció terén is.1,2,3 Mindezek az eredmények arra utal-




gek, így a kutya alkalmas lehet az emberi viselkedés modellezésére. Mivel 2005 végére 
elérhet vé vált a teljes kutya genom szekvenciája, így elkezd dhettek az úgynevezett 
„in silico” vizsgálatok. Ennek során internetes adatbázisokból tölthetjük le bármely 
kromoszóma szekvenciáját, valamint elérhet ek az egyes génekben azonosított polimor-
fizmusok és mutációk is. A kutya genetikai állományáról tehát egyre több információ 
kerül napvilágra. Így a viselkedés-genetikai kutatások jól alkalmazható modell állatává 
válhat. Ezért fontos feltérképezni a kutyafajták különböz  genetikai polimorfizmusait 
valamint ezek esetleges viselkedésbeli megjelenését.   
A polimorfizmusok nagy részér l azonban még nem tudjuk pontosan, hogy hatással 
vannak-e egy adott fehérje expressziójára vagy m ködésére. A funkcionális polimor-
fizmusokat alapvet en két f  típusra bonthatjuk: a gén exonjaiban található változatok a 
géntermék szerkezetét, a nem-kódoló szakaszok polimorfizmusai pedig a gén kifejez -
désének mértékét határozhatják meg.  
Az utóbbi évek humán kutatásai egyre nagyobb figyelmet szentelnek a kandidáns gének 
intron régióiban található polimorfizmusainak vizsgálatára, melyekb l kiderül, hogy az 
egyes szekvencia / allél variánsok hatással vannak-e a génexpresszió mértékére. Visel-
kedés-genetikával kapcsolatos funkcionális vizsgálatról kutyákban azonban igen kevés 
irodalmi adat állt rendelkezésünkre. Így a humán eredményekb l kiindulva érdekesnek 




2 IRODALMI ÁTTEKINTÉS 
2.1 Humán genom variációi 
A Human Genom Project (HUGO) eredményeként 2001 júniusában befejez dött az 
emberi genom szekvenciájának meghatározása. Ennek alapján tudjuk, hogy a humán 
genom információtartalmának kb. 1%-a fejez dik ki fehérjékben. A fennmaradó 99% 
egy része nem fehérjét kódoló szekvencia, ilyenek az RNS-ek génjei, a génexpressziót 
szabályozó régiók, valamint a promóterek. A teljes genom ismeretében már látható, 
hogy bármely, egymással nem rokon személy DNS-szekvenciája kb. 0,1%-ban külön-
bözik.4 Az allélvariánsok elterjedési gyakorisága alapján polimorfizmusokat vagy mutá-
ciókat különböztetünk meg. A polimorfizmusok általában semlegesek, vagy kis hatású-
ak, míg a mutációk valamilyen funkció kiesést jelentenek. Polimorfizmusnak nevezzük 
azokat az allélváltozatokat, melyek gyakorisága egy adott populációban legalább 1–2%. 
A szakirodalom azonban ebben a tekintetben nem teljesen egységes, ismert olyan meg-
határozás is, miszerint a genetikai polimorfizmus gyakoribb alléljának a frekvenciája 
legfeljebb 95%.5 
A polimorfizmusok két nagy csoportját különböztetik meg: az egyikbe tartoznak a hosz-
szúság polimorfizmusok, a másikba pedig a báziscserék. Ez utóbbiakat egypontos 
nukleotid polimorfizmusoknak (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) is nevezik, me-
lyek átlagosan 1000-2000 bázispáronként fordulnak el  és az egyéni variációk kb. 90%-
ért felel sek. Ezeket a szekvencia módosulásokat számos „népbetegség” (cukorbeteg-
ség, magas vérnyomás, szkizofrénia, szívbetegségek) esetében vizsgálták.6,7,8 Az NCBI 
(National Center of Biotechnology Information) adatbázisában megtalálható a humán 
genomban azonosított több mint 8 millió SNP9, melyek kialakulhattak inzercióval, 
delécióval, szubsztitúcióval.  
A polimorfizmusok másik nagy csoportja a hosszúság polimorfizmusok, melyek leg-
gyakrabban hosszabb-rövidebb szekvenciák különböz  számú ismétl dései és az egyéni 
variációk kb. 10%-áért felelnek. Ezek el fordulhatnak a genomban szétszórva, vagy 
koncentrálódhatnak egy helyre, és további csoportosításuk általában az ismétl d  DNS 
szakasz hossza alapján történik Az elszórtan elhelyezked  ismétl d  régiók lehetnek 
rövidek (Short Interspersed Nuclear Elements, SINEs), amelyek hossza 100–300 bp, 1–
2 millió példányban fordulnak el , és a genom 10–15%-át teszik ki. Ide tartoznak pél-




talmazzák. A hosszabb ismétl dés  régiók (Long Interspersed Nuclear Elements, 
LINEs) mérete 6–8 kb és a humán genom mintegy 20–25%-át alkotják. A hosszúság-
polimorfizmusok másik nagy csoportja, az azonos helyen felsokszorozódó váltakozó 
ismétl dések (szatellit DNS). Ezek az ismétl dések szintén több csoportba sorolhatók 
az ismétl d  szekvencia hossza és száma alapján. Az 1–6 bp ismétl désével kialakuló 
mikroszatelliták az STR-ek (Short Tandem Repeat). Nagyrészük nem-kódoló régióban 
található, melyek variánsai általában semleges hatásúak, szelekciós el nyük eddig még 
nem ismert. Idegrendszeri megbetegedésekben azonban a kódoló régióban is el fordul-
nak. A hosszabb szekvencia ismétl dését változó számú ismétl dési polimorfizmusnak 
(Variable Number of Tandem Repeats, VNTR) nevezzük. A VNTR esetében 6–100 bp 
hosszúságú szakasz ismétl dik 10–100-szor. Általában nem-kódoló régiókban találha-
tók (ez alól az általunk vizsgált egyik VNTR kivételt képez, mivel exonban helyezkedik 
el), ennek ellenére nagy jelent séget tulajdonítanak nekik a transzkripció szabályozásá-
ban, valamint egyes elképzelések szerint a transzlációra és az mRNS-ek stabilitására is 
hatással vannak.10 
A VNTR-ek és az STR-ek esetében is nagy variabilitás jellemz . Mivel ezek mendeli 
örökl dést mutatnak, így különböz  betegségek genetikai hátterének vizsgálata során 
markerként alkalmazhatók.11 
 
2.2 A dopaminerg pályarendszer 
A dopamin a katekolaminok közé tartozó neurotranszmitter, melynek fontos szerepe 
van a különböz  mentális funkciókban, valamint a viselkedésben is. Számos pszicholó-
giai és pszichiátriai vonatkozása már bizonyított.  
Az agy dopamin rendszere három jól körülhatárolható pályarendszerb l áll. Ezek közül 
a már el bb említett funkciókra a középagy ventrális tegmentumából induló 
mesolimbikus és mesokortikális pályák vannak legnagyobb hatással. A mesolimbikus 
pálya a limbikus rendszer (nucleus accumbens, amygdala, hippocampus) felé tart, az 
ösztönös magatartások, az érzelmek és a motiváció kialakításában vesz részt. A 
mesokortikális pálya a prefrontális kéreghez irányul, és a kognitív folyamatokban ját-
szik szerepet. A harmadik pályarendszer a nigrostriatális pálya, mely a substantia 
nigrából, a putamen és a nucleus caudatus felé vezet, és a mozgáskoordinációért felel s 




iból indul ki és diffúz összeköttetésben áll a limbikus rendszerrel, a nagyagykéreggel 
















1. ábra: Monoaminerg pályarendszerek anatómiai lokalizációja.  
 
A dopamin szintézisében és lebontásában számos enzim és receptor vesz részt. Az 2. 
ábrán látható, hogy a dopamin szintézise tirozinból történik. Els  lépését a tirozin-
hidroxiláz (TH) katalizálja, mely egy kevert funkciójú oxigenáz, molekuláris oxigén 
felhasználásával meta pozícióban egy hidroxilcsoportot épít a tirozinba melyb l így 3,4-
dihidroxi-L-fenilalanin (L-DOPA) képz dik. Az L-DOPÁ-t a DOPA-dekarboxiláz ala-
kítja tovább, és dopamin keletkezik.  
A tirozin-hidroxiláz, mely a katekolamin szintézis sebesség-meghatározó lépése, és a 
DOPA-dekarboxiláz egyaránt a citoszolban található enzim, és itt keletkezik a 
dopaminerg neuronokban a dopamin is. A dopamint a dopamin- -hidroxiláz (DBH) 
alakítja tovább noradrenalinná. 
A lebontásban két enzim játszik szerepet: a monoamino-oxidáz (MAO) valamint a 
katekol-O-metiltranszferáz (COMT). Két MAO izoenzim létezik, az egyik a MAO-A, 
melynek a szubsztrátja els sorban a noradrenalin és szerotonin, a másik a MAO-B, 




A dopaminerg rendszer egy másik fontos eleme a dopamin transzporter (DAT), mely a 
dopamin visszavételében játszik szerepet. Ez a fehérje a targetje az amfetamin-szer  
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2. ábra: A dopamin metabolizmusa.  TH: tirozin-hidroxiláz, DBH: dopamin- -hidroxiláz, 
DRD4: dopamin D4 receptor, DAT: dopamin-transzporter, MAO-B: monoamino-oxidáz B, 
COMT: katekol-O-metiltranszferáz. 
 
2.3 Dopamin D4-es receptor (DRD4) 
A dopamin receptor D4-es típusa a fent említett három pályarendszer közül leginkább a 
mesokortikális pálya végterületein fordul el . A G-fehérjéhez kapcsolt receptorok csa-
ládjába tartozik, melynek tagjai az si opszin génb l fejl dtek ki. A receptor-család kü-
lönböz  tagjai nagyfokú homológiát mutatnak a fehérjeszerkezet terén. Hét transz-
membrán domént tartalmaznak, és a GTP-köt  fehérjéhez kapcsolt jelátviteli folyama-
tokban vesznek részt. A receptor-család magas diverzitásának kialakulásában nagyrészt 
a génduplikáció folyamata játszott szerepet. A család legismertebb tagjai közé olyan 
tartozik a rodopszin ill. az - és -adrenerg receptorok. 
A D1-szer  receptorok (dopamin D1-es és D5-ös) növelik, míg a D2-szer ek (dopamin 
D2-es, D3-as és D4-es) csökkentik az intracelluláris cAMP-szintet, így ezen utóbbiak 
lassú inhibitoros hatást közvetítenek.12 Ezen kívül a két szubtípus exon-intron szerkeze-
tében is jelent s eltérés mutatkozik, a D1 család tagjainak génjei nem tartalmaznak 
intronokat szemben a D2-szer  receptorok génjeivel. Ez a génstruktúrabeli különbség a 




2.3.1 Humán DRD4 gén polimorfizmusai 
2.3.1.1 Polimorfizmusok az exonokban 
A DRD4 génje a 11. kromoszóma rövid karjának telomer régiójában helyezkedik el, és 
4 exonból áll (NM_000797). 
Egy német kutatócsoport az 1. exonban leírt egy 21 bp-os deléciót, amely a receptor el-
s  transzmembrán régiójában hét aminosav kiesését eredményezi. Ez a deléció igen rit-
ka, eddig mindössze egy pánik- és kényszerbetegségben szenved  személynél sikerült 
kimutatni.14 A régió másik deléciós variánsának (13 bp deléció) el fordulása az el bbi-
nél gyakoribb (2%). Ez a 13 bp deléció leolvasási keret eltolódást (frame shiftet) okoz, 
ennek hatására egy stop kodon alakul ki, melynek eredményeképpen funkcióképtelen, 
csonka fehérjét jön létre.15 Szintén az 1. exonban található egy 12 bp-os duplikáció, 
melynek gyakorisága 92%.16 Az eddigi vizsgálatok alapján úgy t nik, nem okoz funkci-
onális elváltozást.  
A dopamin D4-es receptor kódoló régiójának legszélesebb körben vizsgált polimorfiz-
musa a 3. exonban található 48 bázispárnyi, 2–10-szer ismétl d  hosszúság-
polimorfizmus, mely a fehérje harmadik citoplazmatikus hurkának hosszúságáért fele-
l s.17 Megállapították, hogy az ismétl d  szekvenciák nukleotid sorrendje nem mindig 
azonos, így mostanáig összesen 35 változatot írtak le. Több különböz  populáció vizs-
gálata során kiderült, hogy a 48 bp VNTR allélgyakorisága igen eltér  lehet.18 Az 
allélok eredetét vizsgálva, arra a megállapításra jutottak, hogy a 4-es allél volt az si és 
egyenl tlen rekombinációk sorozatával alakultak ki bel le 2–6 ismétl dés  változatok. 
Széles körben elterjedt azonban a 7-es allél is, mely evolúciósan a legfiatalabb. Ennek 
okát pozitív szelekciós mechanizmussal magyarázzák.19 A 48 bp-os VNTR funkcionális 
szerepe még nem teljesen feltérképezett, azonban feltételezhet , hogy a különböz  szá-
mú ismétl dést tartalmazó D4-es receptor a hosszával és térszerkezetével befolyásolja a 
hozzáférési felületet a jelátviteli mechanizmusokban szerepet játszó fehérjék számára.20 
Bár a szakirodalomban ismert erre vonatkozóan ellenkez  adat is.21 
2.3.1.2 Polimorfizmusok az 5’ szabályozó régióban  
Számos polimorfizmust azonosítottak a DRD4 gén 5’ szabályozó régióban. Ilyen a 120 




upstream irányban 1240 kb távolságra helyezkedik el. Mindezidáig három variánst – 
egyszeres, kétszeres és négyszeres ismétl dés – írtak le.22 Mivel az ismétl d  szekven-
cia számos, in silico azonosított transzkripciós faktor köt helyet tartalmaz (GR, MEP-1, 
Rad-1, Zeste, Sp-1, myogenin, MBF-1) feltételezik, hogy a duplikált forma magasabb 
transzkripciós aktivitást eredményez.23 
Ismert továbbá nagyszámú SNP, mint például a –521. pozícióban található citozin  
timin szubsztitúció, mely a DRD4 gén promóterének egyik legszélesebb körben vizsgált 
polimorfizmusa. Okuyama és munkatársai mutatták ki el ször, hogy a polimorfizmus 
funkcionális jelent ség : in vitro rendszerben a T-allél 40%-kal alacsonyabb transzkrip-
ciós aktivitást mutatott. Populáció vizsgálatokban a két allél megoszlása hasonló volt a 
japán (C: 41%, T: 59%)24 és a magyar (C: 43%, T: 57%) populációban.25 
A másik széles körben vizsgált SNP a –616 citozin  guanin csere, melynek vizsgálatát 
az 5’ régió direkt szekvenálásával, valamint Ava II (G allél esetén hasít) restrikciós 
endonukleázos emésztéssel végezték.26,27 Munkacsoportunk az RFLP mellett egy allél-
specifikus amplifikációs (ASA) módszert is kidolgozott a –616 C/G SNP genotípusának 
megállapítására, valamint kimutatta, hogy a polimorf hely közvetlen szomszédságában 
elhelyezked  –615. bázis is polimorf, és emiatt az Ava II enzim a –616-os helyen álló 
bázis azonosítására nem alkalmazható megbízhatóan. Ennek megfelel en a –616 C/G 
SNP vizsgálatára a Sau96 I restrikciós enzim alkalmazását vezették be. A G allél gyako-
risága 48%-nak, a C allélé pedig 52%-nak bizonyult a magyar populációban.28 
A –615. pozícióban található egy A/G SNP, melyet munkacsoportunk azonosított.  A 
polimorfizmus G alléljának frekvenciája a magyar populációban 13,21%,28 esetleges 
hatása a gén expressziójára még nem bizonyított.  
Munkacsoportunk az el bb említett polimorfizmuson kívül azonosított egy 27 bp 
deleléciót is a DRD4 5’ szabályozó régiójában, mely a –521 C/T SNP szomszédságában 
található. A deléció allélfrekvenciája mindössze 0,16% volt a magyar populációban.29 
2.3.2 Kutya DRD4 gén polimorfizmusai 
A humán DRD4 gén 3. exonban található hasonló ismétl dési polimorfizmust egyéb 
eml s fajokban is kimutatták, mint például lovakban,30 nem humán primátákban31 va-




A kutya DRD4 gén a 18. kromoszómán helyezkedik el. A gén 3. exonjában megtalálha-
tó a humán polimorfizmusnak megfelel  VNTR, amely az emberben el forduló ismét-
l dést l valamelyest eltér  felépítés . A kutyákban a VNTR 27, 39, és 12 bp hosszú 
szakaszokból áll, a régió polimorf jellegét a 39, és 12 bp-os egységek váltakozó ismét-
l dése okozza (3. ábra). Mindezidáig a 3. ábrán látható hét allélt írtak le.32 A DRD4 gén 
ezen variációja összefüggésben lehet bizonyos viselkedési jegyekkel, mint például az 




3. ábra: A DRD4 3. exonban lev  
ismétl d  egységek. 39- (közép 
szürke), 12- (világosszürke) és 27-
bp (sötétszürke) modulok.32 Az ábra 
bal és jobb oldalán láthatók az 
allélok neve és a PCR-termékek 
mérete. A nyilak a betapadási pri-
merek helyét jelzik. 
 
Egy másik japán kutatócsoport 28 kutyafajtában vizsgálta a DRD4 VNTR 
allélfrekvenciáit és viselkedésbeli különbségekkel társította azokat.34 Ugyanezen mun-
kacsoport kimutatott az 1. exonban egy 24 bp deléciót is, mely feltételezhet en analóg a 





4. ábra: A dopamin D4-es receptor gén polimorfizmusai. A szürke téglalapok az exonokat 
jelölik. 
A különböz  kutyafajtákban a fent említett polimorfizmusok allél gyakorisága jelent -





Szintén egy japán kutatócsoport kimutatott egy új polimorfizmust a 2. intronban (17 bp 
deléció) (4. ábra), mely homológ a humán DRD4 intron 2 régióval.35 28 kutyafajtában 
és a farkasok két altípusában vizsgálták a különböz  allél-frekvenciákat. Az 1. exont (93 
bp), a 2. intront (116–133 bp) és a 3. exont (202 bp) direkt szekvenálással elemezték. 
Az amplifikált exonok nukleotid és aminosav szekvenciája 93,9%-os hasonlóságot mu-
tatott az ember és kutya között. A vizsgálat során két változatot, egy hosszú (Q) és egy 
rövid (P) allélt azonosítottak. Két csoportba sorolták a vizsgált kutyafajtákat, nyugati- 
(„occidental”) és keleti- („oriental”) fajtákra. A Q allél a keleti fajtákban nagyobb gya-
korisággal fordult el  (átlag allél-frekvencia = 0,848), míg a P allél inkább a nyugati 
fajtákra volt jellemz  (átlag allél-frekvencia = 0,616).  
 
2.4 Tirozin-hidroxiláz (TH) 
A tirozin-hidroxiláz a katekolamin szintézis sebesség-meghatározó enzime. A tirozinból 
történ  dopamin szintézis els  lépését szabályozza, melynek során tirozinból készít 
DOPÁ-t.   
2.4.1 Humán TH gén polimorfizmusai 
A TH gén a 11. kromoszóma rövid karjának telomer végén helyezkedik el, és 13 
exonból áll (NM_000360, NM_199292, NM_199293). 
A leggyakrabban vizsgált polimorfizmus az els  intronban lév  mikroszatellita változó 
számú ismétl dése. Hét allélt írtak le, a (TCAT)n elem 5–11 ismétl dési száma alap-
ján.36 Úgy vélték, hogy a polimorfizmus összefüggésben áll a katekolamin visszavétel 
sebességével. A 9 ismétl dést tartalmazó allél felel s a noradrenerg idegek alacsony 
ingerlékenységéért.37 Egy másik kutatócsoport szerint a TH génben található VNTR-nek 
enhanszer szerepe lehet,38 így feltételezhet , hogy a régió fontos szerepet tölt be a 
mesolimbikus jelátvitelben. Ezen kívül az els  exon 3’ végén találtak egy alternatív 
splice helyet, ezáltal négy különböz  féle mRNS képz dése lehetséges.39 Ez a polimor-
fizmus feltételezhet en közvetlen hatással lehet az alternatív splicing-ra. Korábbi ta-
nulmányok számolnak be arról, hogy a különböz  génvariánsok hatással lehetnek a 
dopaminerg útvonalra, mivel jelent sen módosítja a metabolit koncentrációt mind az 




2.4.2 Kutya TH gén polimorfizmusai 
A 18. kromoszóma hosszú karján található a tirozin-hidroxiláz génje, mely 13 exont tar-
talmaz (ENSCAFG00000010099).   
A szakirodalomban csak kevés adat állt rendelkezésünkre a TH génben fellelhet  poli-
morfizmusokról. Mindezidáig egy japán munkacsoport42 foglalkozott ezen gén variáció-
ival. A gén kódoló régiójában négy SNP-t azonosítottak: két citozin  timin szubsztitú-
ciót a 97. (97C/T) és a 264. (264C/T) pozícióban valamint két guanin  adenin cserét a 
168. (168A/G) és 180. (180A/G) nukleotidnál. A 97C/T SNP arginin  cisztein amino-
sav cserét okoz. A polimorfizmusok genotípus- és allél-frekvenciáját öt különböz  ku-
tyafajtában vizsgálták, és a kapott értékek fajtánként jelent sen eltértek.   
Nukleotid szinten a TH gén hasonlósága az emberével 87%, az egérrel 83%, a patkány-
nyal 82% és a szarvasmarhával 89% hasonlóságot mutatott.  
 
2.5 Dopamin- -hidroxiláz (DBH) 
A dopamin- -hidroxiláz katalizálja a dopamin átalakítását noradrenalinná, és a centrális 
noradrenerg és adrenerg neuronok vezikuláiban lokalizálódik. A DBH enzimaktivitás 
jól mérhet  a szérumból, mert az enzim szimpatikus aktivitás hatására felszabadul a 
vezikulákból. 
2.5.1 Humán DBH gén polimorfizmusai 
A gén a 9. kromoszóma hosszú karján helyezkedik el, 12 exonból áll (NM_000787). A 
start kodontól upstream irányban (–1021 bp) található egy C/T SNP (rs1611115). Ösz-
szefüggést találtak ezen SNP és a DBH szérum szintje között, és megállapították, hogy 
ezek a variánsok szerepet játszhatnak a szabályozásban, valamint befolyásolhatják a gén 
expresszióját.43 
A 11. exonban is leírtak egy SNP-t (rs6271), mely aminosav cserét okoz (arg535cys). 
Ez az SNP nem kapcsolt a fent említettel, és úgy t nik, ez az egyetlen olyan aminosav 
cserét okozó SNP a DBH génben, mely független a plazma DBH aktivitástól.44 
A DBH gén 5. intronjában is található egy SNP (rs2519152), mely általánosan megta-
lálható az európai lakosság körében. Könnyen genotipizálható, mivel a Taq I 




2.5.2 Kutya DBH gén polimorfizmusai 
A gén szintén a 9. kromoszómán található és 12 exont tartalmaz.  
A génben található polimorfizmusokról szintén kevés irodalmi adat állt rendelkezésünk-
re. Ugyanaz a japán munkacsoport42 foglalkozott a DBH génnel, akik a fent említett TH 
génben is azonosítottak egypontos nukleotid kicserél déseket. A DBH gén kódoló régi-
ójában két SNP-t írtak le, melyek aminosav cserét is okoznak. Az egyik a 789. pozíció-
ban egy C/A szubsztitúció, mely aszparagin  lizin aminosav cserét okoz. A másik az 
1819. pozícióban lév  A/G SNP, mely pedig szerin  glicin módosulást idéz el . Öt 
kutyafajtában vizsgálták az allél- és genotípus gyakoriságok megoszlását, melyek nagy 
varianciát mutattak az egyes fajták között. Összevetették továbbá a kutya DBH gén 
szekvenciáját más fajokéval, mely a következ  eredményt hozta: humánnal 79%-os, 
egérrel és patkánnyal 74%-os, a szarvasmarhával pedig 79%-os hasonlóságot állapítot-
tak meg. 
 
2.6 Dopamin-transzporter (DAT) 
A DAT gén terméke mediálja a dopamin felvételt a poszt-szinaptikus neuronoknál. Be-
folyásolja a szinapszisokban a rendelkezésre álló dopamin mennyiségét az agyban, be-
leértve a striatum, a prefrontális kortex és a hipotalamusz területét. A DAT gén a farma-
kológiai ágensek egyik fontos célpontja, melynek gátlása például csökkenti az ADHD 
(figyelemhiányos hiperaktivitási zavar) tüneteit. Transzgénikus patkánymodelleken jól 
követhet  a fenotípus megváltozása, mint például a tanulási nehézségek és a 
hiperaktivitás,45 melyek analógok az emberi ADHD-val.  
2.6.1 Humán DAT gén polimorfizmusai 
A DAT gén az 5. kromoszóma rövid karján helyezkedik el és 15 exonból áll.  
A 15. exon 3’ végén található 40 bp VNTR a gén egyik legszélesebb körben vizsgált 
polimorfizmusa.46 Az ismétl dések száma 3 és 13 között változik, és valamennyi eddig 
vizsgált populációban megtalálható, habár a 9 és 10 ismétl dést tartalmazó allélok job-
ban elterjedtek a kaukázusi és az afrikai-amerikai populációban.47 
Az 5’ szabályozó régióban számos SNP-t is leírtak. Egy tanulmány 14 SNP-t vizsgált 
haplotípus blokkokban és egy olyan kombinációt azonosított, mely jelent sen növelte a 




gálva hat haplotípus blokkot különböztetett meg, melyeknek promóter aktivitása szigni-
fikánsan eltér  volt.49 
2.6.2 Kutya DAT gén polimorfizmusai 
A DAT gén a 34. kromoszómán található, és 15 exonból áll.  
Mindezidáig a kutya DAT génben fellelhet  polimorfizmusokról nem állt rendelkezé-
sünkre irodalmi adat. 
 
2.7 A kutya mint modell állat 
Az utóbbi évek kutatásainak köszönhet en egyre inkább elfogadottá válik, hogy a ku-
tyát, mint modell állatot használják a viselkedés vizsgálatára. Mivel a kutya (Canis 
familiaris) az embert l törzsfejl désileg kb. 60 millió éve vált el, de hasonló szociális 
környezetben kialakult faj. Megjelenését valószín leg az emberek közelségének kö-
szönheti, az elmúlt évezredek folyamán az emberi közösségekbe jól beilleszkedett, an-
nak szabályaihoz alkalmazkodni tudott. Az emberéhez hasonló (szociális) környezeti 
hatások olyan konvergens evolúciós folyamatokat indukálhattak, melyek jeleit viselke-
dési analógiák formájában láthatjuk. 
 
2.7.1 Miért pont a kutya? 
2.7.1.1 Domesztikáció 
A mai kutyák kialakulása több szakaszra bontható. A farkasszer  st l való elválás az 
archeológiai kutatások alapján mintegy 10–14000 éve történhetett.50,51 Vilá és mtsai. a 
mitokondriális DNS polimorfizmusai alapján a kutya kialakulását mintegy 100000 év-
vel ezel ttre teszik, és azzal érvelnek, hogy a szétválás utáni genetikai keveredés miatt, 
a régészeti leleteken ez sokáig nem volt nyomon követhet .52 Más genetikai vizsgála-
tok53 szerint a kutya farkastól való genetikai izolációja csupán 13–20000 évvel ezel tt 
kezd dhetett el. Mindezen eredményeket összesítve, a mai általános nézet szerint a ku-
tya domesztikációja mintegy 15–20000 éve ezel tt kezd dött. 
Az els  domesztikációs lépés során a kutyák eleinte hibridizálódhattak a helyi vad ku-




kulása, amely néhány száz évvel ezel tt kezd dött, és ma is tart. Így az egyes fajták 
részben beltenyésztett, genetikailag nagymértékben izolált alpopulációknak tekinthe-
t k.54 Ma a különböz  fajták közötti génáramlás korlátozott mérték . Érdekesség, hogy 
bizonyos fajták kialakításakor és fenntartásakor még ma is kereszteznek kutyákat farka-
sokkal, valamint a kutyák és farkasok hibridjei életképes, szaporodóképes állatok.  
 
2.7.1.2 A kutya szerepe a humán viselkedési vizsgálatokban 
A kutyára annak domesztikációja során hasonló evolúciós kényszerek hathattak, mint az 
akkor él  emberre. Ennek kapcsán a kutyában azon képességek váltak fontossá, melyek 
az emberi közösségekben is nagy jelent ség ek voltak.55 
Az utóbbi évek kutatásai egyre behatóbban vizsgálták a kutya viselkedését. Ezek során 
a kutya megfelel  modellnek bizonyult a szociális vonzódás és köt dés,2,56,57 az agresz-
szió,3 és a kooperáció terén.1,58 Mindezen eredmények arra utalnak, hogy megvannak az 
emberével párhuzamba állítható képességek a kutyáknál is. A másik „kedvez ” tulaj-
donsága a kutyáknak, hogy a ma él  egyedek többsége emberi környezetben él, szem-
ben a viselkedés vizsgálatokhoz gyakran használt f eml sökkel. A kutyák vizsgálati 
alanyként való alkalmazásának további vitathatatlan el nye, hogy a f eml sökkel ellen-
tétben, nagy számban állnak rendelkezésre. 
 
2.7.1.3 A kutya mint a humán pszichogenetikai vizsgálatok egyik lehetséges modell 
állata 
Elképzelhet , hogy a kutya és az emberi viselkedés közötti hasonlóság nem csupán vi-
selkedési szinten áll fenn, hanem a háttérmechanizmusok is megegyezhetnek, akár na-
gyobb mértékben, mint humán–rágcsáló viszonylatban. Már több mint 200 rendellenes-
ségr l bizonyosodott be, hogy klinikai kórképét tekintve a kutyában és emberben na-
gyon hasonló, és több mint 40 esetben tudjuk, hogy ugyanazon géntermék megváltozá-
sáról van szó.54 
Fontos megemlíteni, hogy az emberi figyelemhiányos hiperaktivitás számos eleme – a 
különböz  mérték  motorikus aktivitás, koncentrációs képességek, impulzivitás, jutal-




taníthatóságukat, bizonyos szerepekre való alkalmazásukat (munkakutya, házi kedvenc, 
sportkutya). Így feltételezhetjük, hogy viselkedési szinten kutyában is megtalálhatóak a 
figyelemhiányos hiperaktivitáshoz hasonló viselkedésmódosulások.  
Az egyik fontos humán jellegzetesség az ADHD-val kapcsolatban, hogy új környezet-
ben csak fokozatosan jelentkezik, a tesztek kezdeti fázisában nem figyelhet  meg kü-
lönbség az érintett és a kontroll gyerekek között.59 Kutyáknál Head és munkatársai vé-
geztek megfigyeléseket otthoni környezetben és új kennelben, és hasonló következtetés-
re jutottak.60 
 
2.7.1.4 Állatmodellek a hiperaktivitás genetikai hátterének vizsgálatában 
A viselkedés-genetikai kutatások leggyakrabban használt állatmodelljei patkányok és 
egerek. Az egyik e célból kitenyésztett, de genetikai módosítás nélküli patkánytörzs a 
Wistar-Kyoto patkány, mely a hiperaktív szindrómákat mutatja, azonban ezek az állatok 
nem mutatnak impulzív viselkedést, és új averzív ingerekre hiperreaktívan válaszol-
nak.61 Az ebb l a patkánytörzsb l kitenyésztett spontán hipertenzív patkányok 
(Spontaneously Hypertensive Rat, SHR) szintén elterjedtek. Ezekre az állatokra 
hiperaktív viselkedés jellemz , mely új környezetben fokozatosan jelenik meg, valamint 
motorikusan impulzívak. Hátrányuk azonban, hogy 4–5 hetes korukra magas vérnyomás 
fejl dik ki, így ennél fiatalabb állatokkal kell dolgozni.62 
Nagyszámú publikáció számol be a hiperaktivitás és a dopamin D4-es receptor 3. exon 
hosszúság polimorfizmusa közötti összefüggésr l. Így fontos megemlíteni azt a tényt, 
hogy míg a rágcsálókban ez a polimorfizmus nem fordul el , addig kutyákban igen. 
 
2.8 Kandidáns gének asszociáció vizsgálata 
A komplex örökl dés , poligénes jellegek genetikai tényez inek azonosítására, egyre 
inkább a kandidáns gének asszociáció vizsgálatát alkalmazzák.63 Ekkor azt vizsgáljuk, 
hogy vajon hozzárendelhet -e egy adott allélváltozat a vizsgált jelleg el fordulásához. 
Ennek egyik lehetséges módja az eset-kontroll vizsgálat, melynek során a beteg és az 
egészséges populáció génváltozatainak gyakoriságát hasonlítjuk össze. A két populáci-
óban el forduló allél- illetve genotípus-frekvenciák statisztikai módszerekkel összeha-




génvariáns és a betegség el fordulása között asszociáció állhat fenn.64 A legnagyobb 
problémát az ál-pozitív eredmények jelentik, melyek sok esetben a populáció 
stratifikációból (populáció genetikai rétegz déséb l) adódnak, ilyenkor a vizsgált 
alpopulációk genetikai összetétele a vizsgált jellegt l függetlenül különbözik. Másrészt 
a kis génhatások miatt nehéz megkülönböztetni a valódi, de gyenge asszociációt a vélet-
len hatásoktól.65 A populáció stratifikáció kiküszöbölésére a családi triók analízise, azaz 
a transmission disequilibrium test (TDT) alkalmazható.66 A TDT azt vizsgálja, hogy a 
beteg gyermeknek a heterozigóta szül k nagyobb gyakorisággal adják-e át a kandidáns 
alléljukat. Ha kimutatható, hogy egy adott allél preferenciálisan adódik át, akkor az 
adott allélváltozatot a betegség rizikófaktorának nevezik.67 
2.8.1 A humán dopaminerg rendszer génjeinek asszociáció vizsgálatai 
Dopamin D4-es receptor 
Számos pszichológiai és pszichiátriai kórkép mögött a dopamin rendszer zavarát tétele-
zik fel, így kandidáns génjei is els sorban a dopamin rendszer tagjai (receptorok, 
transzporterek, szintetizáló enzimek) közül kerülnek ki. Az egyik leggyakrabban vizs-
gált célgén a dopamin D4-es receptor, ezen belül is a 3. exonban elhelyezked  48 bp 
VNTR. Nagyszámú vizsgálat elemezte az ADHD (figyelemhiányos hiperaktivitási za-
var) és a VNTR összefüggését,68,69 melyet a VNTR 7-es allélja és az újdonságkeresés 
közötti asszociáció eredménye indított el.70 Az ADHD kórképében megtalálhatóak az 
újdonságkeresésre jellemz  bizonyos vonások, mint például az impulzivitás is. Egy 
meta-analízis – amely az addig megjelent eset-kontroll és családi triók vizsgálatán ala-
pult – alátámasztotta a VNTR és az ADHD asszociációját.71 Az 5’ régióban található 
polimorfizmusok közül a család-vizsgálatok során ADHD-s gyerekekben a 120 bp 
duplikáció hosszú (2-es allél) variánsát kétszer olyan gyakorinak találták a kontrollhoz 
képest.72 A promóter régióban elhelyezked  nagyszámú SNP közül az ADHD-val kap-
csolatos összefüggést a –521 C/T SNP-nél nem találtak, a –616 C/G SNP analízisekor 
tendencia jelleg  eltérést mutattak ki egy családvizsgálat során.73 Egy japán kutatócso-
port összefüggést talált továbbá az újdonságkeres  személyiségjegy és a –521 CC geno-
típus között.74 Ez az eredmény kaukázusi populáción is megismételhet nek bizonyult,75 
azonban ismertek ezzel ellentmondásos publikációk is.76,77 Ezen kívül asszociációt talál-





A tirozin-hidroxiláz gén egyik legtöbbet vizsgált polimorfizmusa az els  intronban ta-
lálható (TCAT)n elem változó számú ismétl dése. Eddig csupán két tanulmány foglal-
kozott a TH gén és személyiségjegyek asszociációjával. Az egyik esetben tendenciózus 
összefüggést találtak a nyolc ismétl dést tartalmazó allél (T8) és a neuroticizmus között 
kaukázusi populációban.78 A másik tanulmány japán populáció vizsgálatáról számol be: 
a kilenc ismétl dést tartalmazó allél (T9) és az extrovertált személyiségjegy között mu-
tattak ki szignifikáns asszociációt.79 Korábbi tanulmányok szerint a szkizofrénia néhány 
kognitív zavara is kapcsolatba hozható a mesokortikális dopamin aktivitással.80 Meloni 
és mtsai. a 10 ismétl dést tartalmazó allél (TH10) és a szkizofrénia kapcsolatáról szá-
moltak be,38 ezt az eredményt más kutatócsoportok azonban nem tudták megismétel-
ni.81,82 További vizsgálatok ugyanakkor szintén kimutattak asszociációt a kórkép és ezen 
polimorfizmus között: egy tanulmányban a szkizofréniában szenved  betegekben a 
TH10/TH6 genotípus megnövekedett gyakoriságát állapították meg,41 egy japán tanul-
mányban pedig a TH9/TH6 genotípus bizonyult gyakoribbnak n i betegek körében.83 
Látható, hogy az eredmények még további meger sítésre szorulnak, aminek oka részben 
az, hogy jelent s különbség van az allélok eloszlásában az egyes populációk között. 
Míg a TH9 allél a leggyakoribb változat Japánban,84 addig a kaukázusi populációban a 
TH10 a legelterjedtebb.85 Több vizsgálat szól a TH gén els  intron polimorfizmus és a 
hangulatzavar pozitív kapcsolatáról is.86,87 
Dopamin- -hidroxiláz 
Számos közlemény foglalkozik a DBH génben el forduló nagyszámú SNP-kkel, melyek 
közül az egyik leggyakrabban vizsgált az 5. intronban elhelyezked  rs2519152 számú 
C/T báziscsere. Egy eset-kontrol vizsgálat során szignifikáns asszociációt találtak a T 
allél és a Tourette-szindróma valamint az ADHD között.88,89 Mások ugyanakkor a C 
allél gyakoribb el fordulását figyelték meg az ADHD-s betegek körében.90,91 Tang és 
mtsai. szignifikáns kapcsolatot állapítottak meg a plazma DBH szintje és a fent említett 
SNP között, a T allél alacsony plazma DBH aktivitást eredményezett.92 Az 5’ régió egy 
19 bp deléciót is tartalmaz, mely megnöveli a DBH aktivitást,93 a rövid allél homozigóta 







Széles körben vizsgálták a DAT gén 3’ régiójában található VNTR és az alkoholizmus 
közötti összefüggést. Egy japán populáció elemzése során kimutatták, hogy a 7 ismétl -
dést tartalmazó allél (A7) frekvenciája az alkohol-dehidrogenáz 2 gén egyik 
pontmutációjával együtt szignifikánsan magasabb volt az alkoholisták körében, mint a 
kontrol csoportban.95 Több független tanulmány azonban a 9 ismétl dés  allél (A9) és 
az akut alkoholmegvonás tüneteinek súlyossága között talált szignifikáns asszociáci-
ót,96,97,98 ismertek azonban a szakirodalomban ezzel ellentétes adatok is.99,100 Limosin és 
mtsai. szerint az A9 allél növeli a vizuális hallucinációk el fordulását az alkoholmegvo-
nás során.101 Egy nyugat-európai mintán végzett vizsgálat eredménye szerint szintén 
asszociáció mutatható ki az A9 allél és az alkoholizmus (DSM IV általi besorolás; eny-
he elvonási tünetek) között.102 Heinz és mtsai kutatásai azt mutatják, hogy az A9 válto-
zat csökkentett DAT fehérje denzitást okoz a putamenben.103 Ezen utóbbi eredmények 
arra utalhatnak, hogy a DAT génben lév  hosszúság-polimorfizmus nem csupán geneti-
kai marker, hanem funkcionális szerepe is lehet az alkoholista betegekben kialakuló bi-
zonyos tünetcsoportok genetikai meghatározásában.    
Az eddig összefoglalt vizsgálatokból is jól látható, hogy az asszociáció analízisek ered-
ményei között számos ellentmondás van. Ennek számos oka lehet: a fenotípus pontos 
jellemzése sok esetben nehezen kivitelezhet , mivel a klinikumban alkalmazott kategó-
riák gyakran több, különböz  hátter  kórképet ill. tünetegyüttest foglalnak magukban, s 
eltér ek lehetnek az egyes tanulmányokban alkalmazott diagnosztikus módszerek is. 
Fontos emellett szem el tt tartani azt is, hogy ezek a rendellenességek komplex örökl -
dés ek, tehát kialakulásukat nem csupán egy gén illetve annak variációi okozzák, ha-
nem egyéb genetikai és környezeti hatások együttesen befolyásolják.  
2.8.2 A kutya dopaminerg rendszer génjeinek asszociáció vizsgálatai 
Dopamin D4-es receptor 
Egy japán kutatócsoport32 jelentette meg az els  közleményt a kutya DRD4 gén 3. 
exonban található VNTR-r l, melyben már felvetik a polimorfizmus allélvariációinak 
esetleges kapcsolatát különböz  viselkedési jellegekkel. Két kutyafajtát (golden retriver 
és shiba) vizsgáltak, és kimutatták, hogy az allél-frekvencia értékek szignifikánsan kü-




a shibában a hosszú (5-ös) allél (3. ábra) volt a gyakoribb. Ez a két fajta a viselkedési 
tulajdonságaiban is teljesen eltér. Egy korábbi felmérés alapján,104 amelyben a kutyafaj-
tákat 13 viselkedési jelleg alapján csoportosították, a golden retriver egy tipikus családi 
kutyának, a shiba pedig rz -véd  kutyának bizonyult. Mindezekb l azt feltételezik, 
hogy a hosszú allél összefüggésben állhat az agresszió és az ingerlékenység viselkedési 
jegyekkel. Ito és mtsai. 23 kutyafajta vizsgálata során hasonló eredményt kapott, mely-
ben a hosszú alléllal rendelkez  fajták agresszívebbnek mutatkoztak.34 Fontos azonban 
szem el tt tartani, hogy az ilyen típusú megfigyelések esetlegesen félrevezet k lehetnek. 
Elképzelhet , hogy a humán asszociáció vizsgálatokból is ismert populáció rétegz dés65 
ezen tanulmányokban is problémát okozhat. Saját kísérleteink is (összhangban korábbi 
tanulmányokkal) arra engednek következtetni, hogy az egyes kutyafajták genetikai ál-
lománya meglep en eltér . Így lehetséges, hogy bár statisztikailag kimutatható össze-
függés az allél-változatok ill. a különböz  viselkedési mintázatok között, de a genotípus 
és a fenotípus között nincs ok-okozati összefüggés. 
 
Tirozin-hidroxiláz  
Eddig csupán egyetlen publikáció számolt be a TH génben található SNP-k és bizonyos 
viselkedési jegyek összefüggésér l kutyákban.42 A kapott allél- és genotípus-
frekvenciák jelent sen különböztek a vizsgált öt kutyafajtában (golden retriver, labrador 
retriver, maltese, mini schnauzer, shiba). A TH génben elhelyezked  168A és 264T 
allélokat találták a leggyakoribbnak a labrador retriverben. Hart és mtsai.104 besorolásá-
nak megfelel en ennek a fajtának a legalacsonyabbak az értékei az „általános aktivitás” 
karakter jegyben és magasak a „könny  házbetörés”-ben az itt vizsgált öt fajta közül.   
Ezekb l az eredményekb l arra következtettek, hogy a TH génben található polimor-
fizmusoknak hatása lehet a viselkedésre.   
 
2.9 Nem-kódoló polimorfizmusok funkcionális vizsgálata 
A gének intronban illetve promóterben található polimorf változatainak esetleges 
génexpressziót befolyásoló hatásának vizsgálatára egyre gyakrabban használnak riporter 
gén rendszereket. Ennek az in vitro funkcionális vizsgálatnak a lényege, hogy a vizsgá-
landó szakaszt egy plazmidban lev  riporter gén elé klónozzák és az így termel dött 




sejtekbe transzfektálják, ahol megtörténik a génátírás folyamata. A riporter génr l átíró-
dó fehérje mennyisége az elé klónozott intron ill. promóter szakasz sajátságaitól függ. 
Számos gént használnak riporter génként, mint például a -galaktozidázt, a GFP-t 
(Green Fluorescent protein), valamint a luciferáz riporter rendszert, mely utóbbi vi-
szonylag egyszer en alkalmazható és detektálható, igen érzékeny és a keletkez  jel szé-
les fluoreszcencia tartományban mérhet .105 A transzfekcióra, azaz a plazmid bejuttatá-
sára eukarióta sejtekbe, sokféle módszert alkalmaznak. Ilyen például az elektroporáció, 
melynek során elektromos áram hatására permeabilizálódnak a sejtek membránjai. Ezál-
tal juttatható be a rendszerint linearizált DNS a sejtekbe, melynek el nye, hogy nagyobb 
eséllyel épülhet be sejt genomjába. Ismert továbbá a mikroinjektálás, amikor a plazmid 
mikrokapilláris segítségével juttatható be a sejtekbe.106 A kémiai technikák közül a leg-
szélesebb körben elterjedt, a kalcium-foszfát módszer, melynek során a kicsapott 
plazmid-DNS-t abszorbeálják a sejtek felszínére. A másik igen elterjedt módszer, a 
liposzóma-mediált transzfekció. A liposzómák pozitív töltés  lipidek hálózatából állnak, 
ezáltal a negatív töltés  DNS-t képesek megkötni. A módszer nagy hatásfokú, egyszer  
és sokrét en felhasználható. Ismert még tranziens- illetve stabil-transzfekció is. Az 
el bbi technika során, a sejtekbe bejutatott plazmid nem épül be a sejtek genomjába, de 
a vizsgálni kívánt génszakasz expresszálódik. A sejtek osztódásakor a vektor nem sza-
porodik a sejtekkel, így néhány ciklus elteltével a bevitt riporter plazmid elvész a sejt-
vonalból.  
Egy humán tanulmány foglalkozott az intron régióban lév  polimorfizmusok esetleges 
funkcionális szerepével.107 A kísérlet során a szerotonin transzporter második 
intronjában található VNTR hatását vizsgálták luciferáz riporter gént tartalmazó rend-
szerben. A különböz  számú ismétl d  szakaszokat tartalmazó régiókat klónozták a 
pGL3 promóter vektorba, az SV40 promóter elé. Az így elkészített vektorokat tranziens 
transzfekcióval jutatták be az embrionális ssejtekbe. A 10 illetve a 12 ismétl d  elemet 
tartalmazó konstruktumok eltér  relatív luciferáz aktivitást mutattak, amib l arra követ-
keztettek, hogy az eltér  hosszúságú allélok különböz képpen befolyásolták a 
génexpressziót. Ez a megfigyelés is alátámasztja azt a tényt, hogy a nem-kódoló régió-
ban található polimorfizmusok is jelent s funkcionális hatással rendelkezhetnek, mivel 
tartalmazhatnak mind pozitív, mind pedig negatív szabályozó elemeket, ezáltal hatással 




Egy japán munkacsoport35  már foglalkozott a DRD4 második intronjában elhelyezked  
17 bp deléció lehetséges funkcionális szerepével. A polimorfizmus két allélváltozatát 
SV40 promótert és luciferáz gént tartalmazó vektorba klónozták és COS-7 (afrikai zöld 
majom vese sejtvonal) valamint SK-N-SH (humán neuroblasztóma) sejtvonalba 
transzfektálták. A kísérlet során nem tapasztaltak különbséget a két allél 
génexpresszióra kifejtett hatása között.  
 
2.10 Gén kópiaszám polimorfizmus 
A copy number polimorfizmusok (copy number variation, CNV) vagy más néven „is-
métl dési szám polimorfizmusok” olyan nagyméret  ismétl dési variációk, melyek 
több gént is magukba foglaló kromoszómarégiókra terjednek ki. Az ismétl d  elemek 
hossza átlagosan 465 ezer bázispár,108 a humán genom körülbelül 3-3,5%-át érintik. Mi-
vel a genom számos területén elszórtan megtalálhatók, felmerül a kérdés, hogy ezek a 
genetikai variációk milyen hatással vannak a fenotípusra, okoznak-e betegséget, vagy 
szerepet játszanak-e valamilyen öröklött tulajdonság kódolásában, erre vonatkozóan 
azonban még kevés adat áll csupán rendelkezésre. Egy tanulmány kimutatta, hogy egy 
CNV érinti a CCL3L1 immunfehérje génjét, amely ha több példányban fordul el  a 
genomban akkor bizonyos mérték  védelmet jelent a HIV fert zés esetén az AIDS tüne-
teinek kialakulásával szemben.109 Hasonlóképpen a komplementrendszer egyik fontos 
eleme, a C4-es komplementfehérje génje is változó számban fordul el  a humán 
genomban, melyet munkacsoportunk által kidolgozott qPCR alapú technikával vizsgál-
tak.110 A C4 génnek két eltér  szekvenciájú izotípusa van, a C4A és a C4B, a C4A és 
C4B génszám vizsgálata klinikai szempontból is fontos lehet, mivel kimutatott, hogy 
mind a két izoforma relatív hiánya szerepet játszhat egyes kórképek kialakulásában. A 
C4B hiánya kapcsolatba hozható autizmussal111 és narkolepsziával.112 
Már elkezd dtek a CNV-k kutatása különböz  fajtákban, mint például egerekben. Egy 
vizsgálatban laboratóriumi beltenyésztett egereket teljes-genom analízisnek vettetek alá, 
melynek során 38 CNV-t találtak.113 Tudomásunk szerint kutyákban eddig ezt a fajta 




3 CÉLKIT ZÉSEK 
A humán pszichogenetikai vizsgálatok eredményei alapján a dopamin rendszer polimor-
fizmusai szerepet játszanak a viselkedés variabilitásában, továbbá egyes pszichiátriai 
rendellenességek kialakulásában. A jelen dolgozatban a kutyát választottuk állatmodell-
ként, és célul t ztük ki a kutya DRD4 gén genetikai variabilitásának és ezek visel-
kedésbeli asszociációinak vizsgálatát.  
1. Viselkedés genetikai asszociációvizsgálat egyetlen kutyafajtán belül: van-e 
összefüggés a DRD4 3. exon VNTR és a kutyára adaptált ADHD kérd ív 
skálaértékei között? Humán vonatkozásban számos tanulmány támasztja alá az 
ADHD RS kérd íves felmérés eredményei és a DRD4 VNTR összefüggését. 
Vizsgálatainkban arra a kérdésre kívántunk választ kapni, hogy vajon kimutatha-
tó-e a humánhoz hasonló kapcsolat kutyánál is. A humán vizsgálatok tanúságai 
alapján a kérdés megválaszolásához egyetlen kutyafajtát (német juhászkutya) 
használtunk a populáció stratifikáció elkerülése érdekében. 
2. A kutya DRD4 gén további polimorfizmusainak vizsgálata. A DRD4 2. 
intron inzerció/deléció polimorfizmusa munkánk kezdetén ismert volt. Ezért cé-
lul t ztük ki ennek a polimorfizmusnak részletesebb vizsgálatát, továbbá egyéb, 
az emberi DRD4 génben található polimorfizmusok kutya-analógjainak felkuta-
tását. 
 
Vizsgálataink másik része arra irányult, hogy új polimorfizmusokat találjunk a kutya 
neurotranszmisszióval kapcsolatos génjeiben, melyek további viselkedés genetikai 
asszociációvizsgálatban hasznosíthatók majd.  
3. Változó számú ismétl dési polimorfizmusok (VNTR) keresése. E célból is-
métl d  szekvenciákat kerestünk a kutya genom dopaminerg génjeiben in silico. 
Ezt követ en megvizsgáltuk, hogy az egyes ismétl dések változó számban for-
dulnak-e el  néhány kutyafajtában, illetve farkasban.  
4. Gén kópiaszám polimorfizmus (CNV) keresése. A CNV egy újonnan felfede-
zett polimorfizmus típus emberi vonatkozásban, ehhez hasonló vizsgálatokat ku-
tyában eddig még nem végeztek. Ezért célul t ztük ki az esetleges CNV-k felku-





4.1 A vizsgálatban résztvev  állatok 
Az általunk vizsgált populációk DNS-mintáit az ELTE Etológia Tanszéke bocsájtotta 
rendelkezésünkre. A vizsgálatban a következ  fajták szerepeltek: 1) Belga juhászku-
tyák, ahol a fajtán belül elkülönítettük a Magyarországon el forduló három sz r- illetve 
színváltozatot: a fekete hosszú sz r  groenendaelt (N=105), a vörös hosszú sz r  
tervuerent (N=101), és a vörös rövid sz r  malinois (N=50) változatot. 2) Összesen 309 
német juhászkutya, ahol két környezetében eltér  csoportot különböztettünk meg. Az 
egyik csoportba a családi környezetben él  kutyák tartoztak („családi” kutya) (N=137) a 
másikba a rend rség kötelékében szolgálatot teljesít  kutyák (rend rkutyák) (N=172). 
A rend rkutyák mintáit az Országos Rend r F kapitányság Kutyavezet -képz  Iskola 
kiképz -telephelyén gy jtöttük. Mivel el fordulhat, hogy a szolgálatra válogatott egye-
dek valamilyen szempontból szelektált almintát jelentenek, ezért a két csoport homoge-
nitását is megvizsgáltuk, de nem találtunk szignifikáns különbséget közöttük. 3) 99 szi-
bériai husky valamint 4) 22 európai szürke farkas.  
A DNS-mintavétel a vizsgálatban résztvev  állatok gazdáinak illetve a rend rség bele-
egyezésével történt.  
 
4.2 Mintavétel és DNS izolálás 
A DNS-mintavétel a laboratóriumunkban kidolgozott non-invazív módon történt. Vat-
tapálcával 10 másodperces dörzsöléssel az íny és a bucca területér l szájnyálkahártya-
sejteket gy jtöttünk. Ez elegend  mennyiség  DNS-t biztosított a genotipizáláshoz. Egy 
kutyától két mintát vettünk. A mintát 350 l össztérfogatú mintavev  pufferbe helyez-
tük, amelynek összetétele: 0,1 M NaCl, 0,01 M Tris-HCl, pH = 8,0, 0,5% SDS, 0,2 
mg/ml proteináz K. A mintákat izolálásig –20 °C-on tároltuk. A DNS-izolálást egy éj-
szakán át tartó 56 °C-os inkubálás el zte meg, ezalatt a sejtek lizáltak, a proteináz K 
pedig megemésztette a fehérjéket. A lizátum centrifugálással eltávolítható a vattapálcá-
ról (1000 rpm, 20 perc). Az így kapott oldat 350 l-éb l történt a DNS-izolálás, melyet 





4.3 Genotípus meghatározás 
4.3.1 In silico analízis 
Az általunk vizsgált gének szekvenciáit (a DRD4 gén 3. exont kivéve) a GeneBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) és az Ensembl (http://www.ensembl.org/) adatbázisok-
ból töltöttük le. A vizsgált gének a következ ek: tirozin-hidroxiláz (NM_001002966, 
AB097058 és ENSCAFG00000010099), dopamin- -hidroxiláz (NM_001005263, 
AB097057, és ENSCAFG00000019783), dopamin-transzporter 
(ENSCAFG00000010574) valamint a DRD4 (AB167773, 1. exon: AB105054, 
AB105053, 2. intron: AB126591, AB126590). Az exon-intron határok az Ensembl 
adatbázisában szerepl  adatokon alapultak. A DRD4 gén 3. exon vizsgálatához egy ko-
rábbi tanulmányban közölt szekvenciát alkalmaztunk.32  
Az ismétl d  szakaszok in silico keresésére a Tandem Repeats Finder webes keres  
programot114 alkalmaztuk. 
 
4.3.2 Amplifikáció körülményei 
4.3.2.1 A PCR-elegy összetétele 
A polimeráz láncreakcióban alkalmazott primereket az Oligo 5.0 software segítségével 
terveztük. A Qiagen® HotStarTaq™ polimeráz kitet használtuk a PCR amplifikáció so-
rán, kivéve a DRD4 gén 1. exonjának vizsgálatát. A reakcióelegy a következ ket tar-
talmazta: 1 μM mindegyik használt primerb l (1. táblázat), kb. 5 ng DNS templát, 200 
μM dNTP (dATP, dCTP, dTTP, dGTP), valamint 0,25 U Qiagen® HotStarTaq™ DNS 
polimeráz és a gyártó által forgalmazott 1× puffer (1,5 mM Mg2+) és 1× Qiagen® Q-
oldat. Az amplifikáció 10 l össztérfogatban zajlott. Egy második, független PCR volt 
szükséges a DRD4 3. exon „3a”-nak és „3b”-nek nevezett allélváltozatainak elkülöníté-
sére, mivel ezek hossza azonos,32 melynek az els  reakcióhoz hasonlóan a D1C föls  
primert használtuk, párjaként azonban a D4dogBR allél specifikus primert alkalmaztuk. 





A dNTP összetétele 200 μM dATP, dTTP, dCTP és dGTP volt mindegyik polimorfiz-
mus analízise során, kivéve a DRD4 gén 3. exon VNTR meghatározásában szerepl  má-
sodik PCR esetében. Itt 100 μM dITP-t használtunk a vizsgált szakasz magas GC-
tartalma miatt. Ilyen régiók amplifikálása során a keletkez  különböz  méret  termékek 
olvadáspontja jelent sen eltér egymástól, ami el idézheti az „allél kiesés” jelenségét.115 
Ez azt jelenti, hogy a denaturáció során a több ismétl dést tartalmazó szálak nehezeb-
ben válnak szét, így a rövidebb allélok preferenciálisan amplifikálódhatnak. Ennek ki-
védésére a PCR-elegyben dITP-t (dezoxiinozin-trifoszfát) használunk. A dITP alkalma-
zása ebben az esetben el nyös, mivel ez a molekula egy dGTP analóg, amely csak két 
H-kötés kialakítására képes, így a régió olvadáspontja csökken, és a GC-gazdag vala-
mint a hosszabb fragmentum felsokszorozása is kielégít en zajlik. 
4.3.2.2 A PCR-termociklus 
A termociklus els  lépése a 95 °C-on 15 percig tartó kezdeti denaturáció volt, melynek 
során szétváltak a DNS szálai és aktiválódott a HotStarTaq polimeráz enzim. Ezt 35 
termociklus követte, ciklusonként három lépéssel: 1 perc denaturálás 94 °C-on, 30 sec 
anneálás polimorfizmusonként különböz  h mérsékleten (1. táblázat) és végül 1 perc 
extenzió 72 °C-on. A PCR lezárásaként a 72 °C-on történ  10 perces végs  extenzió 
után a mintákat 8 °C-ra h töttük le, majd a további vizsgálatokig –20 °C-on tároltuk. 
4.3.3 PCR-termékek elektroforetikus elválasztása 
A PCR fragmentumok elválasztása hagyományos, alámerül  agaróz gélelektroforézissel 
történt. Az elválasztáshoz ún. „kevert” gélt (2% Metaphor agaróz + 1,5% agaróz) hasz-
náltunk, a futtató puffer 10 mM Tris-acetátot (pH = 8,5) és 2 mM Na2EDTA-t tartalma-
zott (1× TAE). Markerként 100 bp-os létrát alkalmaztunk. Az elektroforézis 10 V/cm 
térer  alkalmazásával történt, szobah mérsékleten, a várt termékek méretét l függ en 
1–2 órán át. Az elektroforézis befejezése után a gélt 10 percig 1 μg/ml etidium bromidot 
tartalmazó TAE pufferoldatban festettük. A kiértékelés BioRad GelDoc 1000 





Gének Primer név Szekvencia (5’ 3’) Tm (°C) 
TH (4. intron) th_F GTC TGT CTG CTG TCT GGC TCC C 65 
  th_R TGG AGA GGC TTC CTG ACA CCC 65 
DBH (4. intron) dbh_4F CCC CTC ACC TCC AAG CAG 56 
  dbh_4R AGG GTG ATG TGG GCA GGA T 56 
 (11. exon) dbh_11F GTG AAG CCG ACC AGC CAT TG 58 
  dbh_11R CTG ATT TCT CCA GCC GTG TTG 58 
DAT (5. intron) dat_5F GCA CCT CTC CCG CCC TCT 56 
  dat_5R TTA ACG CCA TCT ACC CTG TGA 56 
 (9. intron) dat_9F CTC CTG TGT CCC CGC TGT CTT 65 
  dat_9R GAC AGA GCA GGG CAG GGA GG 65 
DRD4 (3. exon) D1c CGC GCG TCG GGC CAA GCT G 67 
  D2c GCG GGG GGC AGG GGG CG 67 
  D4dogBR* TGG GCT GGG GGT GCC GTC C 67 
 (1. exon) 24d_F** CGC CAT GGG GAA CCG CAG 60 
  24d_R** CGG CTC ACC TCG GAG TAG A 60 
 (2. intron) 17d_F*** GCC ATC AGC GTG GAC AGG T 57 
  17d_R GCC CTG GCG GTT GTA ACT CA 57 
1. táblázat: Az ismétl dési polimorfizmusok azonosításához használt primerek legfonto-
sabb jellemz i. A primerek jelent s része saját tervezés , kivéve *: Niimi, 1999; **: Ito, 2004; 
***: Nara, 2005 publikációiból vettük. F: föls -, R: alsó primer. TH: tirozin-hidroxiláz, DBH: 
dopamin- -hidroxiláz, DAT: dopamin-transzporter, DRD4: D4-es dopamin receptor. 
 
4.3.4 qPCR 
A génszám változás (copy number variation) meghatározását qPCR (kvantitatív vagy 
real-time PCR) módszerrel végeztük. A specifikus próbákat és primereket (2. táblázat) a 
Primer Express (ABI) program segítségével terveztük meg. Az amplifikáció 25 l-es 
térfogatban zajlott, a reakcióelegy a következ  összetev ket tartalmazta: 1× TaqMan 
PCR Master Mix (AmpliTaq Gold® DNS Polimeráz, dNTP Mix, TaqMan PCR Puffer 
és MgCl2), 6 M primerek és 4 M specifikus TaqMan próba (2. táblázat), valamint kb. 





Gének Primer Szekvencia (5' - 3') Festék Kr. 
MAO-A (8. exon) maoa8_p CTGCCAAGATCCAC VIC X 
   maoa8_R TCT GAT GGA AGC TCT GGT CTG A   
  maoa8_F TGC CAT CCC TCC AAC TTT G   
V1aR (2. exon)  v1ar_p CACCGTGAAGATGAC FAM 10 
  v1ar2_R GTA CAC GGT CAC GAT CAC GAA   
   v1ar2_F TTC CCG CGC CAA GAT G   
DAT (4. exon) dat4_p CACGTGGAACAGCC FAM 34 
   dat4_R GAG TGG GCG TCT GAG CAG TT   
  dat4_F CGT GGG TCC ACT GCA ACA   
TH (8. exon)  th8_p CAGCCTGGCCTTC VIC 18 
  th8_R TGT ACT GCG TGC ACT GGA ACA   
  th8_F TGT CCG CAA GGG ACT TCC T   
DBH (3. exon)  dbh3_p CATCCCAGCCTTGC FAM 9 
  dbh3_R TCC ATG GTG CGC CTG TCT   
  dbh3_F GCT GCT GAA GCC CAA GAT CT   
COMT (4. exon) comt4_p TGCCCAGGAACACC VIC 26 
  comt4_R CGC ACG TAT GCC AGG AAT T   
  comt4_F CTG CTG GCT GAC AAC GTC AT   
2. táblázat: A copy number polimorfizmusok genotipizálásához használt oligók fontosabb 
jellemz i. MAO-A: monoamin-oxidáz A, V1aR: vazopresszin 1a receptor, DAT: dopamin-
transzporter, TH: tirozin-hidroxiláz, DBH: dopamin- -hidroxiláz, COMT: ketechol-O-
metiltranszferáz. F: föls -, R: alsó primer, p: próba, Kr.: kromoszóma lokalizáció. 
A próbák 5’ végén riporterként FAM vagy VIC festéket, 3’ végén pedig quencherként 
MGB molekulát használtunk. Az amplifikáció és a detektálás ABI 7300 Real Time PCR 
készülékben zajlott, a kezdeti 95 °C 10 perces el denaturálást 40 kétlépcs s ciklus kö-
vette: 95 °C 15 másodpercig és 60 °C 1 percig. A detektálás minden ciklusban a 60 °C-
os szakaszok alatt történt. 
 
4.4 Tranziens transzfekció 
A különböz  promóter szakaszokban található polimorfizmusok génexpresszióra gyako-
rolt hatásának igen elterjedt vizsgáló módszere a tranziens transzfekció. A módszer lé-
nyege, hogy a vizsgálni kívánt génszakaszt riporter gént tartalmazó plazmidba klónozva 
az adott sejtvonalakba juttatjuk, majd a riporter gén expressziós szintjét mérjük. A 




4.4.1 Luciferáz riporter rendszer 
A kutya DRD4 2. intron polimorfizmus vizsgálatához a pGL3 luciferáz riporter rend-
szert használtuk (Promega). A kísérlet egyik részében a vizsgálni kívánt intron szakaszt 
Xho I és Hind III hasítóhelyet hordozó primerek segítségével (3. táblázat) a pGL3-Basic 
promóter nélküli vektorba klónoztuk a luciferáz riporter gén elé. Így a luciferáz gén át-
íródása, azaz a termel dött enzimfehérje mennyisége információt adott az általunk vizs-
gált intron esetleges promóter jellegér l. A kísérlet másik részében az intront Mlu I és 
Xho I hasítóhelyet tartalmazó primerekkel a pGL3-Control vektorba klónoztuk. Ebben a 
vektorban a luciferáz gén el tt egy SV40 er s promóter található. Az általunk vizsgált 
intront az SV40 promóter elé klónoztuk, így az intron esetleges szabályozó hatásáról 
kaptunk információt. 
4.4.2 Transzfekciós kontroll 
A tranziens transzfekció hatékonysága a módszer körültekint  beállítása ellenére sok 
esetben az egyes kísérleteken belül is igen nagy szórást mutat. Ennek kiküszöbölésére 
elterjedt a másodlagos riporter plazmidok bels  transzfekciós kontrollként való haszná-
lata. A módszer lényege, hogy a kotranszfektált másodlagos riporter gén expressziója az 
adott sejtvonalban állandó, egyedül a transzfektált sejtek arányától függ. A kísérletben a 
vizsgálni kívánt gén promóterének aktivitását a kontroll riporter plazmid aktivitására 
normalizáljuk, kiküszöbölve így a transzfekciós hatékonyság eltéréséb l adódó hibát. 
Rendszerünkben a másodlagos kontroll vektornak leggyakrabban alkalmazott E. coliból 
származó, pCMV promóter  -galaktozidáz gént tartalmazó expressziós plazmidot 
használtuk. 
Ezen kívül az inzert nélküli pGL3-Basic promóter nélküli és a pGL3-Control SV40-t 
tartalmazó promóter vektorokat minden transzfekciós kísérletben használtuk. Az üres 
pGL3-Basic vektor adta meg az alap transzkripciós aktivitást, ezt vettük egynek, ehhez 
viszonyítottuk a többi vektor aktivitását. 
4.4.3 Plazmid konstruktumok 
Az általunk használt összes plazmidot E. coli DH5  sejtekbe transzformáltuk és termel-
tettük. A vektorokat Qiagen Plasmid Maxi Kit segítségével tisztítottuk. A szekvencia 




A konstruktumok elkészítéséhez a DRD4 gén 2. intronjának különböz  (hosszú és rö-
vid) allélváltozatát hordozó két német juhászkutya genomiális mintáját amplifikáltuk a 
3. táblázatban felsorolt primerek segítségével. A pGL3-Basic vektorba történ  
klónozáshoz a föls  primer Xho I restrikciós enzim hasítási helyet, az alsó primer Hind 
III adapter szekvenciát hordozott. A pGL3-Control vektorba klónozáshoz pedig a föls  
primerben Mlu I, az alsó primerben pedig Xho I felismer  helyet alkalmaztunk.  





3. táblázat: A konstruktumok elkészítéséhez használt primerek. A kiemelt bázisok a prime-
rek szekvenciájában az Xho I, az Mlu I és Hind III hasítóhelyeket jelölik (részletesebben lásd a 
szövegben). Minden klónozó primer Tm értéke 60 °C volt. B: pGL3-Basic vektorba klónozás, C: 
pGL3-Control vektorba klónozás, F: föls  primer, R: alsó primer.  
A polimeráz láncreakció 10 l térfogatban zajlott, a reakcióelegy a következ  összete-
v ket tartalmazta: 200 μM dNTP, mindegyik használt primerb l 1–1 μM, 0,25 U Pfu 
DNS polimeráz (Fermentas), 1× Pfu PCR puffer 2,5 mM MgSO4-tal kiegészítve, 1× 
Qiagen® Q-oldat, valamint kb. 1 ng DNS templát. A PCR termociklus els  lépése a 95 
°C-on 3 percig tartó kezdeti denaturáció volt, ezt 35 termociklus követte, ciklusonként 
három lépéssel: 1 perc denaturálás 94 °C-on, 1 perc anneálás 60 °C h mérsékleten és 
végül 2 perc extenzió 72 °C-on. A PCR lezárásaként a 72 °C-on történ  10 perces végs  
extenzió után a mintákat 8 °C-ra h töttük le, majd a további vizsgálatokig –20 °C-on 
tároltuk. A PCR-termékeket tisztítottuk (QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen), majd 
25 μl PCR-terméket 3 μl R+ pufferben (Fermentas) megfelel  restrikciós 
endonukleázokkal emésztettük: 1 μl Xho I és 1 μl Hind III a pGL3-Basic vektroba tör-
tén  klónozáshoz, illetve 1 μl Mlu I és 1 μl Xho I a pGL3-Contol vektorba klónozáshoz. 
Végül a hasonlóképpen emésztett pGL3-Basic illetve pGL3-Control riporter plazmidba 































5. ábra: A DRD4 2. intron variációk funkcionális vizsgálatához használt konstruktumok. 
A-B. pGL3-Basic (promóter nélküli) vektorba klónozott „hosszú”(Q), illetve „rövid” (P) 2. 
intron variáns. Az inzert közvetlenül a luciferáz gén (L) el tt található. C-D. pGL3-Control 
(SV40 promótert hordoz a luciferáz gén el tt) vektorba klónozott „hosszú” (Q) és „rövid” (P) 2. 
intron változat. Az inzert az SV40 promóter el tt van. Az inzert mérete a hosszú allél esetében: 
210 bp, a rövid allélnál: 190 bp volt. Ampr: ampicilin rezisztencia gén. 
4.4.4 Sejtvonalak 
A kísérleteink során használt sejtvonalak jellemz it és a fenntartáshoz szükséges médi-
umok összetev it a 4. táblázat foglalja össze. Minden sejtvonalat 37 °C-os termosztát-
ban, 5% CO2 tartalom mellett növesztettük. 
Sejtvonal Eredet Típus Médium FBS N.E.A.A. Na-piruvát 
SK-N-FI neuro-
blasztóma 
letapadó D-MEM 10% _ _ 
HeLa epithel kar-
cinóma 
letapadó MEM 10% 1% 1% 
4. táblázat: Az általunk használt sejtvonalak jellemz i és a fenntartásukhoz használt mé-
diumok összetétele. FBS: magzati marhaszérum (Fetal Bovine Serum), N.E.A.A.: nem esszen-
ciális aminosavak. 
4.4.5 Transzfekciós módszerek 
4.4.5.1 Transzfekciós módszerek 
Az SK-N-FI és HeLa sejtvonalból kb. 106 sejtet szélesztettük 6 osztatú lemezre 24 órá-
val a kísérlet el tt. A sejtvonalak tranziens transzfekcióját Lipofectamin 2000 reagens-
sel (Invitrogen) végeztük a gyártó protokollja alapján. A riporter plazmidokból és a 




transzfekció után 5 órával 1–1,2 ml friss médiumot adtunk a sejtkultúrákhoz, majd a 
begy jtésig további 48 óráig inkubáltuk. Minden kísérleti pontot három ismétlésben vé-
geztünk. 
4.4.5.2 Luciferáz és -galaktozidáz enzimaktivitás mérése 
A transzfektált sejteket 100 l 250 mM Tris-HCl-ban (pH = 8,0) vettük fel. A sejtfeltá-
rást három egymást követ  fagyasztás-olvasztás ciklussal végeztük, melyet centrifugá-
lás követett. Az enzimaktivitás mérése a felülúszóból történt. A luciferáz enzimaktivitá-
sát a Luciferase Assay System kit (Promega) segítségével határoztuk meg, a luminesz-
cencia méréséhez Mithras LB940 leolvasót használtunk. A -galaktozidáz enzimaktivi-
tását spektrofotometriával mértük az ONPG (o-nitrofenil- -D-galaktopiranozid, mester-
séges szubsztrát) hasítási rátája alapján. A promóterekre jellemz  luciferáz aktivitásokat 
a transzfekciós kontrollként használt -galaktozidáz aktivitásokkal normalizáltuk. 
 
4.5 Fenotípus felvétele 
A gyermekeknél a figyelemhiányos hiperaktivitás (ADHD) diagnosztizálásában leg-
gyakrabban alkalmazott 18 kérdést tartalmazó kérd ívet (ADHD becsl  skála szül i 
verziója116) alapul véve etológus munkatársaink egy olyan kérd ívet dolgoztak ki és 
validáltak, mely 13 kérdésb l áll, és a kutya koncentráló képességét illetve aktivitását-
impulzivitását vizsgálja (ADHD becsl  skála gazda változata;117 a kérd ív a 9 Melléklet 
fejezetben olvasható). A kérd ív két skálát tartalmaz: aktivitiás-impulzivitást és figye-
lemhiányt. 7 kérdés vonatkozik az aktivitás-impulzivitásra, 6 kérdés pedig a figyelemhi-
ányra. A 13 kérdés mindegyike egy-egy állítást tartalmaz, mely bekövetkeztének gyako-
riságát egy négyfokozatú skálán kell a gazdának értékelni: 0: soha, 1: ritkán, 2: rendsze-
resen, 3: gyakran. Az adott skálához tartozó kérdések pontértékeinek átlagát használtuk 
egy kutya aktivitás-impulzivitás, illetve figyelemhiány jellemz jének értékelésére. Az 
aktivitás-impulzivitás skála magas értéke arra utal, hogy a gazda megítélése szerint a 
kutya nagy mozgásigény , nehezen kontrollálható, míg a figyelemhiány magas értéke 





4.6 Statisztikai módszerek 
A fenotípus felvétele, kiértékelése és a statisztikai analízis az ELTE Etológia Tanszé-
kén, dr. Miklósi Ádám vezetésével történt. 
A genetikai asszociáció-vizsgálatoknál az SPSS 10.0 statisztikai programcsomagot 
használtuk, amely a különböz  kutyafajták allél- és genotípus-frekvenciáit 2-próba se-
gítségével hasonlítja össze. Német juhászkutyáknál kétmintás t-teszttel hasonlítottuk 
össze a különböz  genotípusba tartozó rend r és családi kutyák skálaértékeit. A két 
csoportba tartozó német juhászkutyák skálaértékeit Mann-Whitney U-teszttel elemez-





5.1 A DRD4 3. exon VNTR és az aktivitás-impulzivitás mértékének összefüggése 
német juhászkutyák csoportjában 
5.1.1 A DRD4 3. exon VNTR allél- és genotípus megoszlása német juhászkutyában 
A DRD4 gén 3. exonjában található VNTR azonosítására két független PCR-t alkalmaz-
tunk. Az 1. reakció során megállapítottuk az egyes állatokban jelen lév  allélok hosszát, 
vagyis azt határoztuk meg, hogy a 39 és 12 bp-os modulok hányszor ismétl dnek. A 
genotípus meghatározás azon alapul, hogy a vizsgált szakaszt a variábilis régión kívül 
tapadó két primerrel felsokszorozzuk, és a keletkez  PCR-termék nagyságát 
gélelektroforézissel azonosítjuk, ennek alapján a jelen lév  allélok hossza megállapítha-
tó (3. ábra). Ezen PCR-rel azonban a genotípus nem határozható meg egyértelm en, 
mert ismert két allél (3a és 3b), melyek hossza, vagyis a 39 és 12 bp hosszúságú elemek 
száma megegyezik, eltér  viszont ezek sorrendje (3. és 6. ábra).32 Ezért abban az eset-
ben, ha egy állat rendelkezik 3-as alléllal, szükséges egy további PCR elvégzése is. Eb-
ben a reakcióban az el z vel azonos föls  primert alkalmazzuk egy olyan alsó primerrel 
kombinációban, melynek 3’ vége a 12 bp-os modulokhoz köt dik. A 3a allél els  39 bp-
os modulja a többi azonos méret  elemt l egyetlen bázis tekintetében eltér  szekvenciá-
jú, így 5’ vége pontosan megegyezik a 12 bp-os elemekkel. Ennek következtében a má-
sodik PCR-ben az alsó primer 3a allél jelenléte esetén 3 helyre (az els  39 bp-os és a két 
12 bp-os elemhez) köt dik be, ennek megfelel en 3 (97 bp, 148 bp és 199 bp) terméket 
kapunk. Ezzel szemben 3b allél el fordulásakor a reakció a két 12 bp-os modulról indul 
el, és egy 109 és egy 160 bp nagyságú terméket eredményez, így a 3a és 3b allél egy-
mástól egyértelm en elkülöníthet . Noha a 2. PCR 3a ill. 3b allél hiánya esetén nem ad 
többletinformációt, egy független módszernek tekinthet  az els  PCR eredményének 
ellen rzésére, így munkánk során rutinszer en a genotípustól függetlenül minden egyed 





















6. ábra: DRD4 3. exon VNTR szerkezete és elektroforetikus képe. A-B: Az 1. és a 2. PCR 
sematikus ábrája. A fekete nyilak az ismétl dési szakaszokon kívülre es  primereket jelölik, a 
szürke nyilak a 12 bp szakaszokra (világos-szürke téglalapok) specifikus primerek tapadási he-
lyét mutatják. A: 2 allél: 4 db 39 bp (közép szürke téglalapok), 1 db 12 bp és 1 db 27 bp (sötét-
szürke téglalap) egységekb l épül fel. B: 3a és 3b allél: 5 db 39 bp, 2 db 12 bp és 1 db 27 bp 
szakaszokból állnak. Különbség a modulok sorrendjében van, valamint a 3a allélban található 
egy SNP (fehér vonal) is, melyr l szintén elindul a szürke nyíllal jelzett primer. C-D: 3 kutya 
DRD4 III. exon VNTR meghatározása. (A PCR termékek számított hossza a gélképek jobb ol-
dalán látható). C: Az 1. PCR-t követ  elektroforézis eredménye megadja az allélok hosszát, itt 
sorrendben: 2/2, 2/3 és 3/3. D: A 2. PCR-t követ  elektroforézis eredménye alapján a 3a és a 3b 
allélok elkülöníthet k, itt sorrendben: 2/2, 2/3a, 3a/3a (3b allélt nem találtunk a mintáinkban). 
Markerként (M) 100 bp-os létrát használtunk. 
 
Bár irodalmi adatok alapján számos variáció ismert, az általunk vizsgált német juhász-
kutya populációban csupán két allélt (2 és 3a) azonosítottunk (6. ábra és 5. táblázat).  
A vizsgált kutyákat két csoportra osztottuk eltér  környezetük alapján: rend r- és csalá-
di-kutyákra. 95 rend rkutyát és 146 családi kutyát vizsgáltunk: a bemutatott PCR tech-
nika alkalmazásával mindkét populációban meghatároztuk a DRD4 gén III. exon VNTR 
allél- és genotípus gyakoriság értékeit. χ2-próbával hasonlítottuk össze a kapott teljes 
populációra vonatkozó genotípus frekvenciákat a (5. táblázat) Hardy-Weinberg egyen-
súly alapján számított adatokkal, és megállapítottuk, hogy szignifikáns eltérés nem mu-
tatható ki a mért és várt értékek között (p = 0,8528). Ez egyrészt alátámasztja az alkal-
mazott genotipizáló módszerek megbízhatóságát, másrészt pedig utal arra is, hogy a 
vizsgált populáció túlnyomó részben egymástól független, nem rokon egyedekb l áll. 




megoszlását is, és megállapítottuk, hogy a két populációban mérhet  genotípus frekven-
ciák között nincs szignifikáns különbség (p = 0,1015).I 
 
  Genotípus frekvencia (%)  Allél frekvencia (%) 
Csoport N 2/2 2/3a 3a/3a  2 3a 
Rend rkutya 95 49,5 42,1 8,4  70,5 29,5 
Családi kutya 146 38,3 45,2 16,4  61,0 39,0 
Teljes minta 241 42,7 44,0 13,3  64,7 35,3 
5. táblázat: A DRD4 gén 3. exon VNTR allél és genotípus megoszlása a viselkedés geneti-
kai asszociáció analízisbe bevont német juhászkutya populációban. 
5.1.2 A DRD4 VNTR és a kutyára adaptált ADHD kérd ív aktivitás-impulzivitás 
skálaértékeinek összefüggése 
A 241 genotipizált kutyából 189 állat (138 kan, 51 szuka, átlag életkor ± SD: 4,69 ± 
2,88 év) esetében töltötték ki a gazdák a kutya-ADHD RS kérd ívet. A rend r- (83 kan, 
4 szuka, 6,70 ± 2,22 év) és családi-kutyák (55 kan, 47 szuka, 2,86 ± 2,08 év) eredmé-
nyeinek átlagértékei megegyeztek, azaz nem találtunk szignifikáns eltérést az aktivitás-
impulzivitás (rend rkutya: 7,239 ± 0,382, családi-kutya: 7,923 ± 0,407; t(189) = –1,224, p 
= 0,223), illetve a figyelemhiány (rend rkutya: 4,816 ± 0,322, családi-kutya: 4,631 ± 
0,271; t(189) = 0,441, p = 0,660) skálaértékek átlagai között. A nem és a kor hatását is 
vizsgáltuk, mivel a rend rkutyák többsége kan kutya volt, továbbá átlagéletkoruk a csa-
ládi kutyákénál magasabb volt. A nemnek nem volt szignifikáns hatása sem az aktivitás-
impulzivitásra (kan: 7,479 ± 0,323, szuka: 7,968 ± 0,575; t(189) = –0,762, p = 0,447) sem 
a figyelemhiányra (kan: 4,709 ± 0,244, szuka: 4,736 ± 0,401; t(189) = –0,057, p = 0,955). 
Az eredményeink azt mutatták, hogy az általunk vizsgált populációban az állatok kora 
sem befolyásolja jelent sen a figyelmet ill. az aktivitás-impulzivitást jelleget (Spearman 
korreláció, figyelemhiány: ρ  = 0,044, aktivitás-impulzivitás: ρ = –0,206).  
A statisztikai analízis során a ritka 3a/3a genotípus csoportot a 2/3a heterozigótákkal 
összevontuk. Nem találtunk különbséget a 2/2 genotípusú kutyák és a 2/3a + 3a/3a ösz-
szevont csoport aktivitás-impulzivitás átlagértékei között a teljes mintában (t(189) = 
1,228, p = 0,221), illetve a családi-kutyák körében (t(102) = –0,134, p = 0,895). Ezzel 




impulzivitás értéket értek el, mint a 2/3a és 3a/3a genotípusúak (t(85) = 2,412, p = 0,018; 






































7. ábra: Aktivitás-impulzivitás átlagértékek a családi és rend r német juhászkutyák kü-
lönböz  genotípusú csoportjaiban. Sötét-szürke oszlopok: DRD4 gén 3. exon VNTR 2/2 ge-
notípusú egyedek, világos-szürke oszlopok: 2/3a és 3a/3a genotípusú egyedek összevonva; Az 
oszlopokon jelöltük a standard hiba (SE) tartományait. *: p < 0,05 
Hasonló összehasonlításban nem találtunk szignifikáns különbséget a figyelemhiány 
pontértékei között (teljes minta: t(189) = –0,120, p = 0,9074; családi-kutyák: t(102) = 
0,298, p = 0,7667; rend rkutyák: t(85) = –0,529, p = 0,5985).
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5.2 A D4-es dopamin receptorban lev  ismert VNTR-ek analízise 
A DRD4 gén 3. exonjában lév  VNTR vizsgálatát a munkánkba bevont öt kutyafajtára 
(tervueren, groenendael, malinois, német juhászkutya, szibériai husky) és az európai 
farkasokra is kiterjesztettük,32 és összehasonlítottuk a vizsgált kutyafajták és a farkasok 
allél- és genotípus gyakoriságait. 
A DRD4 gén 3. exon VNTR polimorfnak bizonyult az összes általunk vizsgált kutyafaj-
tában valamint a farkasokban is. A 6. táblázatból jól látható, hogy az egyes genotípus 
kategóriák fajtánként jelent sen eltérnek. Hasonlóan a német juhászkutyákhoz, a belga- 
juhászkutyákban is csupán két allél, a 2 és 3a változatot fordult el . Érdekes ugyanak-
kor, hogy a genotípus- ill. allél-eloszlás még a belga juhászkutyák csoportján belül sem 
egységes: a tervuerenekben és a malinois-kban a 3a allél volt gyakoribb (62,5% ill. 
64%), ezzel szemben a groenendaelek csoportjában ez a változat a 2 allélnál valame-
lyest ritkábban fordult el  (3a allél: 51,4%, 2 allél: 48,6%). A német juhászkutyákban 
ezzel szemben a 2 allél dominált (64%). A szibériai huskyk és a farkasok ett l jelent -




nak (szibériai husky: 50,5%, farkas: 43,3%). Ebben a két állatcsoportban az irodalom-
ban eddig nem ismert, új allélváltozatot azonosítottunk. Ez a variáns hosszabb az eddig 
leírt összes formánál, melynek oka az elektroforetikus kép alapján egy további 39 bp 


























8. ábra: A dopamin D4-es receptorban el forduló VNTR-ek vizsgálata. A: DRD4 3. exon 
amplikonok az 1. PCR során: 8-as allél azonosítása homo- és heterozigóta formában. B: 3a és 
3b allél elkülönítése (2-es és 8-as allél is látható) a ”második” PCR alkalmával. C: 24 bp 
inzerció/deléció genotipizálása az 1. exonban (L = inzerció, S = deléció). A genotípusok az 
elektroferogramok alatt olvashatók, a PCR termékek becsült hossza a képek mellett található. 
Markernek (M) 100 bp-os létrát használtunk. 
Ezen új allélváltozat mind a szibériai huskykban, mind pedig a farkasokban meglep en 
nagy gyakorisággal fordult el  (szibériai husky: 18,2%, farkas: 29,6%). 2-próba segít-
ségével hasonlítottuk össze az egyes fajták genotípus gyakoriság értékeit ( 2 = 713,31, 
df = 45, p < 0,0001). A kapott eredmény alapján megállapítható, hogy statisztikailag 
szignifikáns különbség mutatkozik az egyes csoportok genotípus eloszlás értékei között.  
A DRD4 gén nem csak a 3., hanem az 1. exonban is tartalmaz egy ismétl dési polimor-
fizmust, amely egy 24 bp hosszúságú szakasz inzerció/deléció variációját jelenti.34 A 
polimorfizmus genotípus meghatározását hasonló megfontolás alapján végeztük el: a 
variábilis szakaszt PCR-rel sokszoroztuk, a keletkez  termékek méretét 
gélelektrofrézissel meghatároztuk, ennek alapján az egyes állatokban jelen lév  allélok 
közvetlenül azonosíthatók. A három különböz  minta jellegzetes elektroforetikus képét 
a 8C ábra mutatja be. Rövid (S) allél jelenléte esetén egy 251 bp-os PCR-termék kelet-
kezik, míg a hosszú (L) formának a 275 bp nagyságú amplikon felel meg. A képen lát-
ható második minta heterozigóta: az elektroforetikus képen mindkét fragmentum látha-
tó. Érdekes megfigyelni, hogy ezen polimorfizmus esetében is jelent s különbség fi-
gyelhet  meg az egyes fajták genotípus frekvenciái között. A farkasok kizárólag, a né-




hordozzák. Szibériai huskykban ill. a belga juhászok groenendael és malinois alfajtájá-
ban is ez az allél a gyakoribb (66,2%, 62% illetve 70,8%), a tervuerenekben ezzel 
szemben a rövid változat valamelyest többször fordul el  (S allél: 57,6%) (6. táblázat). 
Látható tehát, hogy a genotípus frekvenciák itt is nagy variabilitást mutattak az egyes 
fajták között, ez a különbség szintén statisztikailag szignifikánsnak bizonyult ( 2 = 
















DRD4 (3. exon) 
N 100 105 50 308 91 22 
2/2 14,00 29,52 18,00 41,56 3,30 4,50 
2/3a 47,00 43,81 36,00 42,53 5,50 4,50 
3a/3a 39,00 26,67 46,00 15,91 5,50 0,00 
2/5 0,00 0,00 0,00 0,00 1,10 18,20 
3a/5 0,00 0,00 0,00 0,00 18,70 0,00 
5/5 0,00 0,00 0,00 0,00 40,60 31,90 
8/8 0,00 0,00 0,00 0,00 11,00 18,20 
3a/8 0,00 0,00 0,00 0,00 14,30 9,10 
2/8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 9,10 
5/8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,50 
össz. % 100,0 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 
DRD4 (1. exon) 
N 99 101 48 309 99 22 
S/S 32,32 25,75 6,25 0,00 7,07 0,00 
S/L 50,51 44,55 45,83 5,18 53,53 0,00 
L/L 17,17 39,70 47,92 94,82 39,40 100,00 
össz. % 100,0 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 
6. táblázat: DRD4 gén 1. és 3. exon genotípusainak megoszlása (%) a különböz  vizsgált 
kutyafajtákban és a farkasban. 
  
5.3 A DRD4 gén 2. intron VNTR vizsgálata 
5.3.1 Új ismétl dési polimorfizmus kimutatása a DRD4 2. intronban 
A DRD4 2. intronban lev  17 bp inzerció/deléció polimorfizmus már ismert az iroda-
lomból.35 A szekvencia in silico analízise alapján azonban megfigyelhet , hogy ez a po-




polimorf régió szekvenciája a 9. ábrán látható: a hosszú allél a 17 bp-os szakaszt 3 pél-









9. ábra: A kutya DRD4 2. intron VNTR szerkezete. Az ábrán a hosszú allél látható, a ki-
emelt szakaszok ismétl dnek, ebben az esetben háromszor. A rövid allélban a szürkével jelzett 
17 bp szakasz deletálódik. A fekete háttérrel jelzett bázis jelöli a T/C SNP-t. 
A 8. ábrán azt is feltüntettük, hogy az az els  ismétl dési szakaszban egy T/C SNP ta-
lálható. Ez a báziscsere szorosan kapcsolt a hosszúság polimorfizmussal: a T allél min-
dig a hosszú (Q), a C pedig a rövid (P) változattal együtt fordul el .35 Ezt a megfigyelést 
saját eredményeink is alátámasztják (lásd alább).  
A továbbiakban megvizsgáltuk a DRD4 2. intron VNTR allél- és genotípus megoszlását 
öt kutyafajtában és farkasban (10. ábra, 7. táblázat). A polimorfizmus vizsgálata PCR és 
elektroforézis alkalmazásával történt: els  lépésben a vizsgált régiót közrefogó primerek 
alkalmazásával a polimorf szakaszt amplifikáltuk, majd a keletkez  PCR-fragmentumok 
nagyságát gélelektroforézissel azonosítottuk. A reakció során rövid allél esetén egy 193 
bp-os termék keletkezett, a hosszú forma jelenlétét a 210 bp nagyságú amplikon mutat-
ta. A gélképen (10. ábra) megfigyelhet , hogy heterozigóta minták esetében nem csupán 
kett  (a hosszabb és a rövidebb) termék látható. A legnagyobb molekulasúlyúnak mu-
tatkozó harmadik fragmentum az ún. „heteroduplex”, amely egy rövid és egy hosszú 
allélnak megfelel  egyszálú DNS-b l létrejöv  szabálytalan dupla szálú molekula. Ez a 
termék VNTR-re heterozigóta minták vizsgálata során gyakran megfigyelhet , és min-





10. ábra: A DRD4 2. intron VNTR PCR alapú vizsgálata. 
A három minta sorrendben: homozigóta a hosszú allélra (Q) 
(210 bp), homozigóta a rövid allélra (P) (193 bp), 




















N 101 105 50 323 99 22 
Allél frekvencia (%) 
P 39,11 52,38 56,00 67,96 5,56 100,00 
Q 60,89 47,62 44,00 32,04 94,44 0,00 
Genotípus frekvencia (%) 
P/P 14,85 29,52 30,00 48,30 3,03 100,00 
P/Q 48,52 45,72 52,00 39,30 5,05 0,00 
Q/Q 36,63 24,76 18,00 12,40 91,92 0,00 
összesen 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 
7. táblázat: A DRD4 2. intron VNTR allél és genotípus megoszlása (%) a különböz  ku-
tyafajtákban és a farkasban (Q: hosszú, P: rövid változat). 
Amint az a 7. táblázat adataiból látható, a P és a Q allélok a groenendaelekben hasonló 
gyakorisággal fordulnak el . A tervueren-ben és a szibériai huskyban a hosszú allél do-
minál, míg a malinois-ban és a német juhászkutyában a rövid változat gyakorisága ma-
gasabb. A farkasokban egyáltalán nem találtunk hosszú allélt. Az allélfrekvenciákból a 
Hardy-Weinberg egyensúlynak alapján számított genotípus frekvenciák megfeleltek a 
mért értékeknek (a szibériai huskyk esetében a P/P genotípusú egyedeket összevontuk a 
P/Q heterozigóta egyedekkel, az el bbiek kis száma miatt, így csak két kategóriára 
számoltuk a Hardy-Weinberg egyensúlyt), a χ2-próba alapján szignifikáns eltérés egyik 
kutyafajta esetében sem mutatkozott: tervueren p = 0,982; groenendael p = 0,692; 
malinois p = 0,926; német juhászkutya p = 0,217; szibériai husky p = 0,915. 
5.3.2 A DRD4 gén 2. intron polimorfizmus funkcionális vizsgálata 
Humán tanulmányokból ismert, hogy a promóter régió polimorfizmusai összefügghet-
nek a gén transzkripciós aktivitásával, így – a DRD4 tekintetében – a sejt felszínén meg-
jelen  receptorok mennyiségével. A kutya DRD4 génexpressziójának szabályozásáról, a 
promóter régió szerkezetér l nem áll még rendelkezésünkre szakirodalmi adat. Újabb 
tanulmányok az intronok esetleges szabályozó, transzkripciót befolyásoló funkciójáról 
is beszámolnak.107,118 Ezért megvizsgáltuk, hogy az újonnan felfedezett VNTR mutat-e 





5.3.2.1 A DRD4 2. intron VNTR funkcionális vizsgálata tranziens transzfekcióval két 
sejtvonalon 
A DRD4 2. intron VNTR esetleges funkcionális hatását luciferáz riporter gén rendszer-
ben vizsgáltuk. A két allél kiválasztott szakaszát pGL3-Basic (pGL3B) promóter nélkü-
li, és pGL3-Control (pGL3C) SV40 er s promótert tartalmazó riporter plazmidba 
klónoztuk (lásd „Módszerek”), ezzel négyféle vektort hoztunk létre: pGL3B-P és 
pGL3B-Q, valamint pGL3C-P és pGL3C-Q (lásd „Módszerek”). Mivel a pGL3-B nem 
tartalmazott promótert, alkalmasnak látszott annak a kimutatására, hogy van-e egyálta-
lán promóter aktivitása a vizsgált szekvenciának. A pGL3C, er s promótert tartalmazó 
vektor esetében a DRD4 2. intron VNTR esetleges gátló (silencer) hatását kívántuk 
megvizsgálni. Minden transzfekciós kísérletben a pGL3-Basic promóter nélküli vagy a 
pGL3-Control (SV40 promótert tartalmazó), „üres” vektor alapaktivitására normalizál-
tuk az adatokat. 
A transzfekciós kísérleteinkhez kétféle sejtvonalat használtunk fel. A neuroblasztóma 
(SK-N-FI) sejtvonal endogén módon is expresszálja a DRD4 mRNS-t. Nem neuronális 
típusú sejtek közül az epithel karcinóma eredet  HeLa sejtvonalat teszteltük, melyben a 
DRD4 expressziója igen alacsony, de kimutatható.119 Mindkét sejtvonal humán eredet , 
kutya eredet  idegi sejtvonalak nem álltak rendelkezésünkre.  
Transzfekciós kontrollként a -galaktozidáz gén kotranszfekcióját használtuk. A sejtki-
vonatokban mért luciferáz aktivitás értékeit minden esetben a -galaktozidáz aktivitás 
értékeivel korrigáltuk. A 11. ábra a négy konstruktum relatív ( -galaktozidázra normali-
zált) luciferáz aktivitás értékeit mutatja a két sejtvonalban. Az ábrán látható eredmények 
három kísérlet átlagából származnak. A három független kísérlet során hasonló adatokat 
kaptunk.  
A pGL3B-P és a pGL3B-Q konstruktumok megnövelték az üres pGL3-Basic vektorhoz 
viszonyított transzkripciós aktivitást, mind az SK-N-FI, mind a HeLa sejtvonalban (P < 
0,001, 11A ábra). A P (rövid) allél 7-szeresére növelte, míg a Q (hosszú) allél 5-
szörösre fokozta a relatív luciferáz aktivitást a promóter nélküli vektorhoz képest a 
neuroblasztóma sejtvonalban (11A ábra). Hasonlóan szignifikáns, azonban mérsékel-
tebb (3,5-4-szeres) transzkripciós aktivitás fokozódást találtunk, mind a P, mind a Q 
allél variációt hordozó konstruktoknál a HeLa sejtvonalban. A pGL3B-P és a pGL3B-Q 




ábra). A rövidebb intron változat szignifikánsan magasabb transzkripciós aktivitást 
eredményezett a hosszú változathoz képest (P < 0,01),azonban megfigyelhet  még, hogy ez 
az allél különbség a nem neuronális eredet  HeLa sejtvonalban nem detektálható. Ez az ered-
mény arra enged következtetni, hogy a kutya DRD4 gén második intron régiója alternatív 































































































11. ábra: A 2. intron hatása a DRD4 gén expressziójára. A DRD4 2. intron VNTR P és Q 
allélját beklónoztuk pGL3-Basic (A) és pGL3-Control (B) luciferáz riporter vektorokba. A tran-
ziens transzfekcióhoz használt sejtvonalak: SK-N-FI és HeLa. A luciferáz aktivitást minden 
esetben a -galaktozidázra normalizáltuk. A konstruktumok relatív luciferáz aktivitása (átlag ± 
SD) az üres pGL3-Basic (A) vagy a pGL3-Control (B) vektor aktivitásának függvényében látha-
tó. ***: p < 0,001 
A pGL3-Control vektor kísérleti rendszerben a rövid és hosszú allélokat az SV40 
promóter elé klónoztuk. A rövid allélos (P) forma valamivel csökkentette a transzkrip-
ciós aktivitást az üres pGL3-C-hoz képest az SK-N-FI sejtvonalban, ez a különbség sta-




konstrukt szignifikánsan (P < 0,001) csökkentette a relatív luciferáz aktivitást. Ezzel 
ellentétben 2-3-szoros transzkripció fokozódást (P < 0,001) tapasztaltunk a HeLa sejt-
vonalban mind a pGL3C-P és pGL3C-Q vektoroknál (11B ábra), azonban allél különb-
séget nem tudtunk kimutatni. Eredményeink azt mutatják, hogy a második intron VNTR 
régió szerepet játszhat a génexpresszió szabályozásában, de sejt specifikusan. 
 
5.4 Ismétl dési polimorfizmusok keresése 
5.4.1 VNTR-ek in silico keresése további kutya dopaminerg génekben  
A f képpen humán populációkat elemz  tanulmányok ill. biokémiai megfontolások (2. 
ábra) alapján a tirozin-hidroxiláz (TH), a dopamin-β-hidroxiláz, a D4-es dopamin recep-
tor (DRD4), a dopamin transzporter (DAT), a monoamino-oxidáz B (MAO-B) valamint 
a katekolamin-O-metiltranszferáz (COMT) génekben kerestünk további ismétl d  sza-
kaszokat. A keresést nem csak a gének kódoló régióiban (exonokban) végeztük el, a 
vizsgálatot kiterjesztettük az 5’ szekvenciákra (1000 bp-ig), ill. az intronokra is. Az 
exonokban el forduló variációk ugyanis a fehérje szerkezeti módosulását okozhatják, 
ugyanakkor – mint az az el z  fejezetekben bemutatásra került – a nem kódoló szaka-
szok variációi (intronokban és az 5’ régióban elhelyezked  polimorfizmusok) a 
génexpresszió szabályozásában játszhatnak szerepet. A keresés során nem vettük figye-
lembe azokat a helyeket, ahol az ismétl d  egységek hossza nem volt nagyobb, mint 6 
bp, így a mikroszatellitákat kizártuk a további vizsgálatokból. Emellett csupán azokat az 
ismétl d  régiókat vontuk be a kísérleteinkbe, ahol az ismétl d  szakaszok szekvencia 
hasonlósága legalább 85% volt. Mindezen kritériumokat figyelembe véve az alábbi ré-
giókban találtunk olyan ismétl d  szekvenciákat, melyek esetében feltételezhet  volt, 
hogy az adott génszakaszon VNTR helyezkedik el: tirozin-hidroxiláz gén 4. intronjában 
található 36 bp duplikáció, a dopamin- -hidroxiláz gén 4. intronjában lev  17 bp ismét-
l dés és a 11. exonban egy 24 bp duplikáció, valamint a dopamin-transzporter gén 5. 
intronjában egy 59 bp duplikáció és a 9. intronban egy 38 bp ismétl dés.  
Az összes általunk vizsgált kutyafajtából (tervueren, groenendael, malinois, német ju-
hászkutya, szibériai husky) néhány mintát (N = 48) és a farkasokat (N = 22) el zetes 
analízisnek vetettük alá, hogy megtudjuk az in silico azonosított és kiválasztott ismétl -




ban. Nem találtuk polimorfnak a DBH gén 11. exonjában és a DAT gén 5. intronjában in 
silico azonosított ismétl dési szakaszokat. Másrészr l azonban ismétl d  régiókra lel-
tünk a TH és a DBH gének 4. intronjában, a DAT gén 9. intronjában valamint a DRD4 1. 
exonjában az általunk vizsgált fajtákban. A VNTR-ek pontos elhelyezkedését a kromo-
szómákon a 11. táblázat mutatja (lásd „Eredmények megbeszélése”).   
5.4.2 Új VNTR-ek vizsgálata 
A TH gén 4. intronjában azonosított 36 bp hosszú szakasz egyszeres (1 allél) vagy két-
szeres (2 allél) formában fordult el  a vizsgált populációban. A genotipizálást a koráb-
ban már részletezett PCR-en ill. gélelektroforézisen alapuló technikával végeztük el, 
rövid allél esetén egy 182 bp-os, hosszú forma esetén pedig egy 218 bp nagyságú ter-
méket kaptunk. A 12A. ábra mutatja a genotípus meghatározás eredményét. Az 1 allél 
el fordulása ritka volt a német juhászkutyában (12,7%) és a malinois-ban (9%), a szibé-
riai huskyban ugyanakkor 84,7%-os gyakorisággal fordult el . A farkasok (1: 27,3%, 2: 
72,7%), a goenendaelek (1: 69,7%, 2: 30,3%) és a tervuerenek (1: 40%, 2: 60%) cso-
portjában mindkét változatot viszonylag sok esetben megtaláltuk. (9. táblázat). Az egyes 
fajtákban meghatározott genotípus megoszlás szignifikánsan különbözött egymástól ( 2 
= 323,73, df = 10, p < 0,0001), A vizsgált csoportokban a mért genotípus gyakoriságok 
statisztikailag nem tértek el szignifikánsan a Hardy-Weinberg egyensúly alapján számí-
tott értékekt l (tervueren: p = 0,706, groenendael: p = 0,498, malinois: p = 0,589, német 


















12. ábra: Új ismétl dési polimorfizmusok genotipizálása. Három kutya genotípusa olvasható 
le az ábráról a különböz  polimorfizmusok esetében. A: Tirozin-hidroxiláz 4. intron VNTR (1 
vagy 2 ismétl dés). B: Dopamin- -hidroxiláz 4. intron VNTR (1 vagy 3 ismétl dés). C: 
Dopamin-transzporter 9. intron VNTR (1 vagy 2 ismétl dés). A genotípusok és a PCR termékek 





A DBH gén negyedik intronjában elhelyezked  17 bp ismétl dés analízisének eredmé-
nye a 12B. ábrán látható. Ahogy erre a reprezentatív elektroforetikus kép is utal, érdekes 
módon csak egyszeres (1 allél) illetve háromszoros (3 allél) ismétl dési formákat talál-
tunk, a két ismétl dést tartalmazó forma az általunk vizsgált állatok között nem fordult 
el . A 12B. ábrán látható három különböz  genotípusú (sorrendben: 1/3, 1/1, és 3/3) 
minta elektroforetikus képe. A háromszoros ismétl dés  változat az összes fajtában rit-
kán fordult el . A legnagyobb számban a malinois-k (23,96%) hordozták, a legalacso-
nyabb frekvenciát a német juhászkutyákban (3,38%) mértük (8. táblázat). A genotípus 
eloszlás ( 2 = 73,344, df = 10, p < 0,0001) ezen polimorfizmus esetében is szignifikán-















TH (4. intron) 
N 100 104 50 306 98 22 
1/1 18,00 46,15 2,00 1,63 72,45 9,09 
1/2 44,00 47,12 14,00 22,22 24,49 36,36 
2/2 38,00 6,73 84,00 76,15 3,06 54,55 
össz. % 100,0 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 
DBH (4. intron) 
N 102 104 48 306 98 22 
1/1 79,41 60,58 64,58 93,25 55,10 82,61 
1/3 18,63 34,62 22,92 6,75 34,70 17,39 
3/3 1,96 4,81 12,50 0,00 10,20 0,00 
össz. % 100,0 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 
DAT (9. intron) 
N 101 104 48 297 98 22 
1/1 0,99 2,88 31,25 0,00 6,12 0,00 
1/2 9,90 27,88 50,00 0,34 22,45 34,78 
2/2 89,11 69,23 18,75 99,66 71,43 65,22 
össz. % 100,0 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 
8. táblázat: TH, DBH és DAT génekben lev  polimorfizmusok genotípus frekvencia érté-
kei (%) a vizsgált kutyafajtákban és a farkasban.   
A DAT gén 9. intronjában azonosított 38 bp hosszú ismétl d  szekvencia PCR alapú 
vizsgálatának eredménye látható a 12C. ábrán. A hosszú változat csaknem az összes faj-




groenendael: 83,2%, szibériai husky: 82,7%, farkas: 82,6%). Ezzel szemben a belga ju-
hászkutyák harmadik csoportjában, a malinois-k körében a rövid forma valamelyest el-
terjedtebbnek mutatkozott (1 allél: 56,3%). Az egyes fajták genotípus frekvenciái között 
statisztikailag szignifikáns különbség mutatkozott ( 2 = 227,90, df = 10, p < 0,0001), és 
a mért genotípus gyakoriságok megfeleltek a Hardy-Weinberg egyensúlynak.II 
 
5.5 Gén kópiaszám polimorfizmus keresése 
A gén kópiaszám polimorfizmus a humán irodalomban már viszonylag jól ismert, ennek 
analóg változatait kutyákban azonban eddig még nem vizsgálták. Ezért megpróbáltunk 
az általános 2 példánytól (2 homológ kromoszóma) eltér  kópiaszámú (amplifikálódott 
vagy deletálódott) géneket keresni a kutya dopaminerg és szerotonerg rendszerében. A 
vizsgált gének a következ k voltak: tirozin-hidroxiláz, dopamin- -hidroxiláz, dopamin-
transzporter, monoamino-oxidáz-A, ketekolamin-O-metiltranszferáz, vazopresszin-
receptor 1a. 
5.5.1 Esetleges CNV-k felkutatása a kutya dopaminerg és szerotonerg génjeiben 
qPCR módszerrel  
Bár a CNV-k az ismétl dési polimorfizmusok egy speciális típusának is tekinthet k, 
kimutatásuk illetve elemzésük ennek ellenére az eddig bemutatottól teljesen eltér  stra-
tégiát igényel. Ennek magyarázata az, hogy az ismétl d  elemek hossza lényegesen na-
gyobb: a régiót körülvev  primerpárral nem amplifikálható. A polimorfizmus viszont 
mennyiségi variabilitásnak is felfogható („hány gén található a genomban?”), kvantita-
tív elemzések során a real-time PCR alapú eljárások eredményesen alkalmazhatók. Mi-
vel a CNV-k vizsgálata elengedhetetlenné teszi a meglehet sen kis különbségek pontos 
kimutatását, ezért munkánk során a szekvencia specifikus TaqMan próbák alkalmazását 
választottuk. A vizsgált génekre az Ensembl adatbázisból letöltött szekvenciákat alapul 
véve terveztük a primereket és a specifikus próbákat. Ismert, hogy SNP-k a primerek és 
próbák tapadásának hatékonyságát jelent sen befolyásolhatják, ezért minden esetben 
olyan exonokban elhelyezked  szekvenciákat amplifikáltunk, amelyek nem tartalmaz-
nak semmilyen ismert polimorfizmust. A tervezett primerek és próbák elhelyezkedése 




A génszám vizsgálata relatív kvantifikálással, a ΔCT kiértékelési módszer alkalmazásá-
val történt. Mivel a CNV-kkel kapcsolatban semmilyen irodalmi adat nem állt rendelke-
zésünkre, így teljes biztonsággal kontroll gént sem választhattunk, ezért a kiértékelés 
során a vizsgált célgéneket egymáshoz viszonyítottuk. A próbák egy részét FAM, másik 
csoportját pedig VIC riporter festékkel jelöltük. Ez a megközelítés nem csupán a 
multiplexálás lehet ségét rejti magában, amellyel munka és költség takarítható meg, 
hanem a mérés pontossága is növelhet  vele. Az egy cs ben történ  párhuzamos detek-
tálás ugyanis lehet vé teszi, hogy a relatív kvantifikálásban szerepl  két gén mérése egy 
cs ben történjen, mellyel a pipettázásból adódó pontatlanság tovább csökkenthet . 
Fontos kérdés volt annak vizsgálata, hogy eltér  kiindulási DNS koncentráció mellett 
mennyire megbízhatóak a kidolgozott TaqMan rendszerek. Ezért egy DNS mintából 
negyedel  hígítási sort készítettünk. A nagyobb megbízhatóság érdekében ebben és va-
lamennyi további kísérletben is 3–3 párhuzamos mérést végeztünk. A kapott CT értéke-
ket a kiindulási koncentráció logaritmusának függvényében ábrázolva, egy egyenest ka-
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13. ábra: Hígítási sorozat. Mérési adatok: A kutya TH és DBH gének CT értékei a DNS hígítá-
sának függvényében. m: meredekség, R2: regressziós koefficiens.  
A 13. ábrán az általunk vizsgált két célgénhez, a tirozin-hidorxilázhoz és a dopamin-β-
hidroxilázhoz tartozó hígítási sor látható. Megfigyelhet , hogy a két egyenes csaknem 
teljesen párhuzamos, ami azt bizonyítja, hogy a kidolgozott rendszer széles minta-DNS 
koncentráció-tartományban megbízhatóan alkalmazható a génszám meghatározására.. A 
mérések pontosságát jelzi, hogy a pontok jól illeszkednek az egyenesekre, az R2-érték 
































9. táblázat: A génszám változások meghatározásához általunk tervezett próbák fontosabb 
jellemz i. MAO-A (monoamino-oxidáz A), COMT (katekolamin-O-metiltranszferáz); FAM és 
VIC: a próbák 5’ végén lev  riporter festékek; (elméleti meredekség = –3,322) 
A génszám meghatározás során a vizsgált és az adott esetben referenciának választott 
gén hányadosát, azaz a célgén relatív mennyiségét határozzuk meg. Ennek matematikai 
kifejez je a két génre vonatkozó CT-k különbsége, azaz az ún. ΔCT érték. A kiértékelés 
során a génszámot az alábbi egyenlet szerint határoztuk meg:  
génszám = 2CT (kontroll) – CT (gén) +1 / q  
 
CT (kontroll): a kontroll génhez tartozó CT érték, CT (gén): vizsgált gén CT értéke, q: arányos-
sági hányados. A q arányossági hányados bevezetése és alkalmazása azért szükséges, 
mert a leggondosabban optimalizált körülmények mellett sem valósítható meg, hogy az 
eltér  szekvenciájú ill. fluoreszcens riporter festékkel jelölt próbák teljesen azonos ha-
tékonysággal m ködjenek, így a ténylegesen 1 : 1 arány a nyers adatok alapján ett l el-
tér  értéknek (10. táblázat: 2–ΔCT) mutatkozik. A mért eredmények alapján azonban a q 
érték minden génpárra megállapítható, s így az adott gén kópiaszáma kiszámolható. 
A vizsgálatba 20 egyedet vontunk be mindegyik fajtából (tervueren, groenendael, 
malinois, német juhászkutya, szibériai husky és európai farkas), így génenként összesen 
80 kutyát és 20 farkast analizáltunk. A rendszerünk megbízhatóságát a MAO-A génre 
tervezett TaqMan rendszer segítségével is igazoltuk. Ez a gén az X kromoszómán he-
lyezkedik el, így kan egyedek esetében génszámként 1-et, míg szuka kutyák esetében 
2-t kellett kapjunk. Azokat a kísérleteket, ahol a megfelel  MAO-A génszámot nem si-







TH DBH TH DBH  TH/DBH génszám 
minta 
CT CT  átlag  átlag 
ΔCT 
 2–ΔCT  2–ΔCT+1/q 
 29,31 28,17      
K400A 29,24 27,95 29,26 28,07 1,18 0,44 1,94 
 29,22 28,10      
 28,05 26,95      
K401A 28,06 26,90 28,05 26,94 1,10 0,47 2,05 
 28,03 26,98      
 29,10 28,14      
K402A 29,43 28,07 29,29 28,11 1,18 0,44 1,94 
 29,33 28,11      
 28,77 27,54      
K403A 28,75 27,79 28,76 27,66 1,10 0,47 2,05 
 28,75 27,64      
 27,10 26,22      
K286A 27,38 26,13 27,34 26,17 1,17 0,44 1,95 
 27,54 26,16      
 26,64 25,85      
K287A 26,8 25,70 26,83 25,76 1,07 0,48 2,09 
 27,05 25,73      
 29,24 28,02      
K288A 29,11 28,06 29,22 28,07 1,15 0,45 1,98 
 29,31 28,13      
 28,97 27,71      
K289A 29,01 27,70 28,93 27,73 1,20 0,44 1,91 
 28,81 27,78          
 
10. táblázat: CNV analízis egy példája. Az ábrán 8 minta látható 2 génre (TH, DBH) vizsgál-
va. Minden mintából 3 párhuzamos mérés készült. A DBH gént használtuk kontrollnak.  
A 10. táblázat alapján az eredmények kiértékelésének lényege követhet  nyomon: 8 ku-
tya DBH-hoz viszonyított TH génszámának meghatározása látható. A Sequence 
Detection Software (Applied Biosystem) segítségével meghatározott CT értéket egy Ex-
cel file-ba exportáltuk. Els  lépésként kiszámoltuk a mért CT-k átlagát, majd két átlagot 
egymásból kivonva megkaptuk a ΔCT értéket. Abban az esetben, ha a két gén mérése 
egy cs ben történt, akkor ezt a két matematikai lépést fölcseréltük, ekkor ugyanis cél-
szer bb az egyes csövekben megfigyelhet  ΔCT értékb l kiindulni, és ezek átlagával 
tovább dolgozni. Mindkét megközelítés következ  lépése a két gén hányadosának meg-
határozása (2–ΔCT), ami a fenti megfontolások alapján a legtöbb esetben nem 1 körüli 
értéknek mutatkozik. A kiértékelés következ  lépése a q arányossági hányados megha-
tározása, ami nem más, mint a nem kiugró 2–ΔCT értékek átlaga. A sorból esetlegesen 




mivel éppen ezek felelnek meg a kett t l eltér  génszámnak, tehát ezek nem vonhatók 
be az átlag számolásába, mivel ez éppen a számítás pontatlanságát eredményezné. A 
táblázatban lév  adatok alapján a q érték ebben az esetben 0,454 (mind a nyolc érték 
átlaga), melynek segítségével a két gén tényleges aránya, ill. ennek kétszeresként a TH 
génszám kiszámolható. A táblázatban bemutatott adatok alapján megfigyelhet , hogy a 
génszám ezen módszert alkalmazva megfelel  pontossággal meghatározható. (A „gén-
szám” oszlopban természetesen a számolt, közelít  érték áll, a tényleges TH génszám 
mind a nyolc kutya esetében pontosan 2.) 
A megvizsgált 20 f s csoportokban a tirozin-hidroxiláz, a dopamin- -hidroxiláz, a 
dopamin-transzporter, a ketekolamin-O-metiltranszferáz és a vazopresszin-receptor 1a 
gének egyike esetében sem találtunk 2-t l eltér  génszámot, ennek alapján elmondható, 




6 EREDMÉNYEK MEGBESZÉLÉSE 
6.1 A DRD4 gén 3. exon VNTR polimorfizmus és viselkedésbeli asszociációja.  
Kutatásunk kezdetén a DRD4 3. exon VNTR allél frekvenciáit 23 kutyafajtában már 
vizsgálták és összefüggésbe hozták viselkedésbeli különbségekkel.34 A 23 kutyafajtát 
ezen polimorfizmus bizonyos alléljainak megléte illetve hiánya alapján két csoportra 
osztották. Az A csoportba tartozó kutyák f ként a 2 és 3a allélokat hordozták, míg a 3b, 
az 5 és 6 allélok gyakrabban fordultak el  a B csoportba tartozó egyedekben. A 
fenotípust a kutyák gazdái által kitöltött kérd ív alapján állapították meg. Az eredmé-
nyek azt mutatták, hogy a B csoportba sorolt kutyák magasabb pontértékeket értek el az 
„agresszivitás” jellemzésében és alacsonyabb pontot kaptak a „reaktivitásra” szemben 
az A csoportba tartozó egyedekkel, és ennek alapján felvetették, hogy a polimorfizmus 
esetlegesen szerepet játszhat a kutyák viselkedésének genetikai meghatározásában. 
Munkánk során némileg más megközelítésben végeztük a DRD4 VNTR asszociáció-
vizsgálatát. A populáció stratifikációból adódó esetleges ál-pozitív összefüggések elke-
rülése céljából65, csak egy kutyafajtát, a német juhászkutyát vizsgáltuk, szemben a fent 
említett, több fajtát együtt elemz  megközelítéssel. Így tudtuk biztosítani a viszonylag 
homogén genetikai hátteret, mely nélkülözhetetlen egy kandidáns gén és annak 
fenotípusos hatása közötti asszociáció analízishez.  
A dopamin D4-es receptor gén 3. exonban lev  hosszúság polimorfizmus vizsgálatába 
több mint 200 magyarországi német juhászkutyát vontunk be. A mért genotípus frek-
venciák megfeleltek a Hardy-Weinberg egyensúlynak, ennek alapján feltételezhet , 
hogy a vizsgált populáció viszonylag független, nem rokon egyedekb l állt. Eredménye-
ink összhangban vannak Ito és munkacsoportja által közölt vizsgálattal, melyben 
ugyanezt a két allélt (2 és 3a allél) találták a leggyakoribbnak az általuk vizsgált 25 né-
met juhászkutyában.34 Az általuk vizsgált egyedekben alacsony gyakorisággal két másik 
változat (a 3b és az 5 allél) is el fordult, a mi tanulmányunkban részt vev  állatok eze-
ket a variánsokat nem hordozták. A magyar és a japán minta közötti különbség nagy 
valószín séggel a földrajzi elszigeteltségb l adódik. 
A fenotípus karakterizálására az el z leg már validált kutya-ADHD RS kérd ívet117 
használtuk. A kérd ívek alkalmazása, mint indirekt viselkedést mér  módszerek, az 
emberi tanulmányokban elfogadottak, és egyre inkább alkalmazzák a kutyáknál is.120 




feltevésen alapult, amely szerint az ember szociális környezete a kutya természetes kö-
zegéül szolgál. Továbbá számos hasonlóság fedezhet  fel a kutyák és gyermekek „vi-
selkedése” között a saját szociális környezetükben. Ezért a kutya megfelel  modell lehet 
néhány emberi viselkedési jelleg, mint például a gyermekkori hiperaktivitás vizsgálatá-
ban. Eredményeinkb l látható, hogy a kutya-ADHD RS aktivitás-impulzivitás skálája 
jól alkalmazható az aktivitás-impulzivitás tulajdonság jellemzésére kutyákban.  
Eredményeink szignifikáns összefüggést mutattak a DRD4 VNTR polimorfizmus és a 
rend rkutyák aktivitás-impulzivitás pontértékei között, azonban nem találtunk hasonló 
kapcsolatot a családi-kutyák körében. Ennek oka feltételezhet en az, hogy a rend rku-
tyák homogénebb környezetben (azonos kiképzés, hasonló környezeti feltételek, hason-
ló stressz szint) élnek. Ezzel szemben a családi kutyák esetében a változó környezeti 
hatások –a gazda viselkedése, a kiképzés min sége stb. – feltételezhet en elfedik a 
DRD4 polimorfizmus gyenge genetikai hatását. 
Ezek az eredmények utalhatnak gén-környezet kölcsönhatásra, mely a viselkedés-
genetikai vizsgálatok fontos része, mint azt korábbi humán tanulmányok is alátámaszt-
ják,121 a mi vizsgálatunk mintaszáma azonban nem volt elegend en magas ahhoz, hogy 
statisztikailag szignifikáns gén-környezet interakciót mutathassunk ki.  
 
6.2 DRD4 2. intron VNTR analízise 
A fent kapott eredmények után megvizsgáltuk a kutya DRD4 génjében található egyéb 
polimorfizmusokat is. A DRD4 2. intronjában lév  variációról munkánk kezdetén egyet-
len irodalmi adat állt rendelkezésünkre: Nara és mtsai. közleménye számol be az itt ta-
lálható 17 bp inzerció/deléció polimorfizmusról.35 Munkájuk során 28 kutya- és 2 far-
kasfajtát analizáltak, ezek között szerepelt (bár alacsony mintaszámmal) az általunk is 
vizsgált német juhászkutya, a szibériai husky, valamint az európai farkas, belga juhász-
kutyákat azonban nem vizsgáltak.  
A 2. intronban elhelyezked  VNTR (AB126590, AB126591) elemzése során a 29. pozí-
cióban egy C/T SNP-t azonosítottak, mely a 17 bp delécióval szorosan kapcsolt: a T 
allél mindig az inzercióval, a C pedig a delécióval együtt fordul el .  
Ugyanezen munkacsoport a két allélt SV40 promótert és luciferáz gént tartalmazó 
expressziós vektorba klónozta, és m ködésüket COS-7 (afrikai zöld majom vese sejtvo-




A két allél génexpresszióra gyakorolt hatása között nem találtak szignifikáns különbsé-
get. 
Egyre több tanulmány szól a nem kódoló régiókban lév  polimorfizmusok esetleges 
funkcionális jelent ségér l. MacKenzie és Quinn kutatása a humán szerotonin 
transzporter 2. intronjában található VNTR funkcionális analízisét t zte ki célul.118 LacZ 
ripoter vektor rendszerbe klónozták be a különböz  hosszúságú allélokat és a konstruk-
tumokat transzgenikus egérembriókban vizsgálták. Kísérleteik arra utaltak, hogy ez az 
intron szakasz szerepet játszik a transzkripció szabályozásában.   
Mindezen irodalmi adatokat figyelembe véve, valamint szem el tt tartva azt a megfi-
gyelést, miszerint a kutya DRD4 gén 2. intronjában nem csupán egy egyszer  
delécióról, hanem a 17 bp szakasz kétszeres illetve háromszoros ismétl désér l van szó, 
ígéretesnek találtuk a polimorfizmus funkcionális elemzését is. A különböz  hosszúságú 
allélokat luciferáz riporter vektor rendszerbe vittük be. Kétféle vektort használtunk: a 
pGL3-Basic promóter nélküli vektort, mely alkalmas a beklónozott szakasz esetleges 
promóter jellegének vizsgálatára, illetve a pGL3-Control SV40 promótert tartalmazó 
vektort, mely a vizsgált szakasz esetleges silencer hatásáról ad információt.  
A 11A. ábrán látható, hogy az SK-N-FI sejtvonalba történ  transzfektáláskor mind a 
pGL3B-Q, mind a pGL3B-P konstruktum egyaránt megnövelte az „üres” pGL3-
Basichez viszonyított aktivitást. Ebb l arra következtethetünk, hogy az általunk bevitt 
intron szakasznak aktiváló hatása lehet. Nem találtunk a két allél között jelent s aktivi-
tásbeli különbséget, ennek oka valószín leg az, hogy ezek a nagyon rövid vizsgált sza-
kaszok csak közepes er sség  promóter aktivitást mutatnak. Ugyanakkor a pGL3C-Q és 
a pGL3C-P konstruktumok aktivitása között szignifikáns eltérést tapasztaltunk. A hosz-
szú allélt hordozó vektor lecsökkentette a luciferáz aktivitását, míg a rövid allélt tartal-
mazó szinte nem változtatta meg azt, az „üres” pGL3-C alapaktivitásához képest. Az 
„üres” pGL3-C eleve magas alapaktivitása miatt sajnos már csak korlátozottan elemez-
het , hogy a rövid allélt hordozó konstruktum esetleg tovább növelné-e még az aktivi-
tást, másrészr l viszont a két allél hatása közötti különbség így jobban kimutatható. 
A HeLa sejtvonalba történ  transzfektálásnál hasonló eredményeket kaptunk, mint a 
fent említett SK-N-FI rendszerben, a kimutatott különbségek azonban itt nem voltak 
annyira markánsak. A pGL3-Basic vektorokba bevitt intron szakaszok szintén meg-




vektorba klónozott konstruktumoknál a hosszú allélt hordozó változat szintén lecsök-
kentette az aktivitást a rövid variánst tartalmazóval szemben. Ebben a kísérletben azon-
ban az „üres” pGL3-C alapaktivitása az allélokat hordozókéhoz képest nem volt olyan 
magas, mint azt az SK-N-FI esetében tapasztaltuk.  
A két sejtvonallal kapott eredmények közötti különbség azzal magyarázható, hogy az 
SK-N-FI egy idegi, a HeLa viszont epithelialis karcinóma eredet  sejtvonal. Míg az 
utóbbiban endogén DRD4 expresszió egyáltalán nem mutatható ki, addig az SK-N-FI 
nagy mennyiség  saját DRD4 mRNS-t ír át. Ez is arra utal, hogy a két sejtvonalban elté-
r  transzkripciós apparátus van jelen, ami különböz képpen hat a promóter nélküli és az 
SV40 promótert tartalmazó konstruktumok átírására. Ugyanakkor célunk els sorban a 
DRD4 intron 2 hosszú és rövid változatának összehasonlítása volt, mely er s promóter 
mellett mindkét sejtvonalban kimutatható volt. 
Mindezekb l arra következtethetünk, hogy a DRD4 2. intronban lév  VNTR-nek van 
valamiféle promóter jelleg  tulajdonsága in vitro rendszerben, mint azt a pGL3-B vek-
tor alapú konstruktumoknál láthattuk, illetve elképzelhet , hogy a VNTR régió szerepet 
játszhat a génexpresszió szabályozásában, de szövet specifikusan.  
Az intron régiókban el forduló másodlagos promóterek létezése már ismert a humán 
tanulmányokból. Ilyen például a humán DRD4 gén, melyben kétféle (5,3 és 1,5 kb) mé-
ret  mRNS-t írtak le122, ami alapján feltételezhet , hogy alternatív start pont található a 
génben. Emellett a neurotranszmisszió másik génjében (COMT) is ismert már, hogy 
létezik másodlagos promóter szer  szekvencia intron régióban.123  
A DRD4 2. intron szekvenciájának in silico vizsgálata során a hosszú variánsban 6 db 
Sp1 konszenzus szekvenciát találtunk, míg a 17 bp deléciós variáns ebb l a transzkrip-
ciós faktor köt helyb l kett vel kevesebbet tartalmazott, melyek felel sek lehetnek az 
allélok közti különbségekért. Egy negatív transzkripciós faktort, a DRRF-et (dopamine 
receptor regulating factor) már kimutatták rágcsálók agyában, mely az Sp1 család tag-
ja.124 Meger sítést nyert az is, hogy a DRRF specifikusan köt dik az Sp1- és Sp3- kon-
szenzus szekvenciákhoz a dopamin D1A és D2 receptor génjeiben.125 Következtetés-
képpen és a saját eredményeinkkel összhangban elképzelhet , hogy esetleg a humán 
DRRF-hez hasonló transzkripciós faktor befolyásolhatja a kutya DRD4 gén 
expresszióját az 2. intron VNTR-en keresztül, emellett természetesen számos más faktor 





6.3 További ismétl dési polimorfizmusok kiterjedt populáció vizsgálata a kutya 
dopaminerg rendszer génjeiben  
A neurotranszmitter rendszer genetikai polimorfizmusai fontos szerepet játszhatnak 
számos viselkedési jelleg és pszichiátriai betegség kialakulásában. A polimorfizmusok 
mérete nagyon változatos, az egypontos nukleotid kicserél dést l (SNP) a több millió 
bázispárt érint , már mikroszkóposan is látható kromoszómaváltozásig terjedhet.126 
Ezek a változatok jól használhatóak kapcsoltsági-127 és genom szint  vizsgálatokban,128 
s t ezeket a variánsokat funkcionálisan is vizsgálták, mind a kódoló129, mind a nem kó-
doló24,119 régiókban. Az ismétl dési polimorfizmusoknak, mint például a 
mikroszatellitáknak, delécióknak, duplikációknak, VNTR-eknek gyakorlati és funkcio-
nális szempontból is nagy jelent sége van. A teljes genom vizsgálatok során a 
mikroszatelliták vizsgálata az SNP-k elemzésénél bizonyos szempontból el nyösebb. 
Ez azzal magyarázható, hogy míg az SNP-k legtöbbször két alléllal rendelkeznek, azaz 
a diploid genomban a variációs lehet ségek száma 3, addig a mikroszatelliták esetében 
akár 15-20 allélvariáció is elterjedt lehet a populációban, ami a genotípus variációk 
számát 100 fölé emeli.130 Az ismétl dési polimorfizmusok nagy részét asszociáció ana-
lízisekben is vizsgálták, és kimutatták esetleges funkcionális hatásukat is.131 A kódoló 
régióban lév  VNTR-ek vagy frameshiftet és ezáltal csonka (truncated) fehérjét (13 bp 
deléció a humán DRD4 génben132), vagy ismétl d  aminosav szekvenciát (humán és 
kutya DRD4 exon 3 polimorfizmus) okozhatnak 
Munkánk során számos új VNTR-t találtunk a kutya dopaminerg génjeiben, ezenkívül 
kiterjedten vizsgáltuk a már ismert polimorfizmusokat a DRD4 génben (11. táblázat). 
Eredményeink azt mutatták, hogy a humán és kutya VNTR-ek között nagyfokú hason-
lóság csak az exon polimorfizmusokban volt, az intron polimorfizmusok ezzel szemben 
jelent sen különböztek a humán és a kutya genomban (11. táblázat). Ez a megfigyelés 
feltételezhet en azzal magyarázható, hogy a genom nem kódoló régióira kisebb szelek-




Gének  humán   kutya / farkas elhelyezkedés 
  méret allél  méret allél  
DRD4 5’ régió 120 bp 1-4  ?  ?  
 1. exon 12 bp 1-2  24 bp ins/del chr 18* 
 3. exon 48 bp 2-10  39 bp 2-8 chr 18: 28722804-28723009 
     12 bp   
DAT 5. intron – –  59 bp np  
 8. intron 30 bp 2-4  – –  
 9. intron – –  38 bp 1-2 chr 34: 142 411 027–142 411 102 
 3’ régió 40 bp 9-11  – –  
DBH 4. intron – –  17 bp 1/3 chr 9: 53 348 625–53 348 675 
 11. exon – –  24 bp np  
TH 4. intron – –  36 bp 1-2 chr 18: 49 355 111–49 355 075 
11. táblázat: Ismétl d  szekvenciák és polimorfizmusaik az ember és kutya dopaminerg 
rendszer génjeiben. Az allél oszlopban szerepl  számok az ismétl dések számát jelentik; ?: 
szekvencia nem ismert; np: nem polimorf ismétl dés. Az ismétl d  egységek hossza a méret 
oszlopban olvasható. A polimorf VNTR-ek kromoszómális elhelyezkedését az Ensembl adatbá-
zis alapján tüntettük fel. *: A DRD4 gén teljes szekvenciája nem érhet  el az Ensembl adatbá-
zisban; a szekvenciát az NCBI adatbázisából töltöttük le, azonban a pontos kromoszómális loka-
lizáció itt nem található meg.  
Ennek ellenére az intron szekvenciáknak szerepe lehet a génexpresszió szabályozásá-
ban, mint ahogy azt a szerotonin transzporter 2. intron esetében is leírták.107 Az újonnan 
talált kutya ismétl d  régióknak funkcionális jelent sége szintén elképzelhet . A 
TFSEARCH adatbázis (Searching Transcription Factor Binding Sites ver 1.3; 
http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html) segítségével a humán Sp1 transz-
kripciós faktor köt  helyét azonosítottuk a tirozin-hidroxiláz 4. intron polimorfizmusá-
ban, és AML-1a transzkripciós faktor köt helyet a DBH 4. intron VNTR-ben. További 
vizsgálatok szükségesek, hogy megállapítsuk a funkcionális jelent ségét a kutya 
dopaminerg génjeiben általunk azonosított nem exon polimorfizmusoknak.  
Eredményeink azt mutatják, hogy az eltér  kutyafajták genetikai felépítése nagyban kü-
lönbözik. Nagy eltérést találtunk még a belga juhászkutyafajtán belül is, a belga 
malinois és a másik két belga juhászkutya alcsoport között (8. táblázat, TH intron 4, 
DAT intron 9). Érdekes továbbá, hogy egyes kutyafajták között nagyobb genetikai kü-
lönbség mutatható ki, mint amekkora más kutyafajták és a farkas közötti variabilitás. Ez 
a megfigyelés megegyezik Vila és mtsai. a mitokondriális DNS vizsgálatával kapott 




talán nem annyira jelent sek, mivel a két faj genetikai állománya a kb. 100000 évvel 
ezel tti szétválásuk után is folyamatosan keveredett.  
 
6.4 Gén kópiaszám polimorfizmusok vizsgálata a kutya dopaminerg és 
szerotonerg génjeiben 
Néhány évvel ezel tt új felfedezés történt a humán genom variabilitására vonatkozóan. 
Több tanulmány számolt be arról, hogy egészséges emberekben bizonyos gének eltér  
számban vannak jelen (CNV).133 Wigler munkacsoportja mindössze 20 személy vizsgá-
lata során 221 ilyen variábilis helyet talált a genomban, és ezek közül 76 polimorfnak 
bizonyult, azaz a ritka változat gyakorisága is meghaladta az 1%-ot.108 Lee és Scherer 
55 személyt vizsgált, és 255 számbeli variációt talált, melyb l 102 sorolható a polimor-
fizmus kategóriába.134 Ezen variációk az adott DNS szakasz delécióját, inzercióját, in-
verzióját, duplikációját jelenthetik. 
Munkacsoportunk real-time PCR alapú módszert dolgozott ki a komplement rendszer 
két elemének, a C4A és C4B gének kópiaszámának meghatározására.110 
Munkánk során ezen módszerhez hasonló technikát dolgoztunk ki a kutya mintákban 
esetlegesen el forduló gén kópiaszám változások meghatározására. 
A qPCR-rel történ  kvantitatív mérés elvi alapja, hogy a PCR kezdeti, exponenciális 
szakaszában a keletkez  termék mennyisége arányos a kiindulási DNS-koncentrációval. 
A kés bbiekben a reakció egyre kisebb hatásfokkal megy végbe, míg végül eléri a vég-
s , ún. plató fázist. A PCR termék mennyiségének növekedésével arányosan n  az emit-
tált fény intenzitása, így folyamatos detektálással nyomon követhet  a reakció dinami-
kája. A kezdeti DNS koncentráció meghatározására egy olyan fluoreszcencia „küszöb” 
értéket választunk, amelyet minden reakció az exponenciális fázisban ér el. Így minden 
mintához hozzárendelhet  egy küszöb-ciklusszám (CT), melynek segítségével meghatá-





















14. ábra: Hígítási sorozat. A-B: két képzeletbeli próba alkalmazása relatív kvantifikáláshoz. 
A: a két próbával készült hígítási sorozathoz tartozó egyenesek meredeksége eltér : különböz  
kiindulási DNS koncentrációnál eltér  CT érétket kapunk, azaz a mérés eredménye a kiindulás 
DNS-koncentrációtól függ. B: A két egyenes párhuzamos (meredekségük egyezik): Bármilyen 
kiindulási DNS koncentrációnál ugyanakkora a CT értéke, azaz a két próba a relatív 
kvantifikálás során megbízhatóan alkalmazható. 
A 14. ábra mutatja a hígítási sorok elemzésének jelent ségét a vizsgáló módszer opti-
malizálása során. A génszám meghatározás alapja lényegében az, hogy a vizsgált gén és 
a referencia hányadosát, azaz a célgén relatív mennyiségét határozzuk meg. Ennek ma-
tematikai kifejez je a két génre vonatkozó CT-k különbsége, azaz az ún. ΔCT érték. Az 
ábra A részén jól megfigyelhet , hogy ha a cél- és a kontroll gén mérésére alkalmazott 
TaqMan rendszer hatékonysága, azaz a két egyenes meredeksége jelent sen eltér egy-
mástól, akkor különböz  kiindulási koncentrációk mellett lényegesen eltér  ΔCT értéke-
ket kapunk. A 14. ábra B része mutatja azt az ideális esetet, amikor – ezzel szemben – a 
két egyenes meredeksége teljesen megegyezik, ilyenkor a génszám bármilyen DNS-
minta koncentráció mellett megbízhatóan meghatározható. 
Az eredmények kiértékelése során a CT módszert alkalmaztuk, ennek segítségével 
számoltuk ki a vizsgált gének kópiaszámát. Az „Eredmények” fejezetben bemutatott 
egyenletben szerepel egy arányossági hányados (q). Ezen arányossági hányados alkal-
mazása azért szükséges, mert még abban az esetben sem kapunk 1:1 célgén/kontroll 
arányt, ha a fent említett egyenesek meredeksége megfelel  egyezést mutat. Ennek oka 
többek között az, hogy – amint az a 9. táblázatban látható – a próbák fele FAM, másik 
fele pedig VIC fluoreszcens festékkel jelölt. Ezzel a megoldással ugyanis a rendszer 
multiplexálható, mivel a FAM- és VIC-próbák egyszerre egy cs ben alkalmazhatók. Ez 




pipettázási hibából adódó esetleges hibák (pl. templát DNS pontatlan bemérése) kiküsz-
öböl dnek. 
Méréseink során nem sikerült CNV-t kimutatnunk a vizsgált egyedek dopaminerg és 
szerotonerg génjeiben. Ennek lehetséges okai közé tartozhat, hogy fajtánként csak kevés 
egyedet tudtunk bevonni a vizsgálatba, annak magas költségei miatt. Ez nem feltétlenül 
jelenti azt, hogy a kutyákban nincs gén kópiaszám változás, hiszen az a 20 egyed / fajta 





A monoaminerg rendszer génjei fontos szerepet játszanak a személyiségjegyek és bizo-
nyos komplex örökl dés  kórképek kialakításában, így mind a pszichológiai-, mind a 
pszichiátriai rendellenességek genetikai hátterének egyik leggyakrabban vizsgált cél-
pontjai. Munkacsoportunk már évek óta foglalkozik ez egyik ilyen célgénnel, a humán 
dopamin D4-es receptor génjével. A viselkedés-genetikai kutatásokban egyre inkább 
elterjed az állatmodellek alkalmazása is. Jelen tanulmányban mi a kutyát választottuk 
modell állatnak. A faj kiválasztása során az egyik fontos kritérium az volt, hogy a hu-
mán DRD4 3. exonban található VNTR-hez hasonló hosszúság polimorfizmus ebben a 
fajban megtalálható, rágcsálókban ezzel szemben nem fordul el .  
Munkánk során összefüggést kerestünk a kutya DRD4 génje és az ADHD (figyelemhiá-
nyos hiperaktivitási zavar) bizonyos elemei között, mivel a szakirodalom szerint a hu-
mán DRD4 gén az ADHD egyik kandidáns génje. Szignifikáns asszociációt (p = 0,018) 
találtunk a kutya-ADHD kérd ív aktivitás-impulzivitás skálája és a DRD4 VNTR között 
a 2/2 genotípusú rend r német juhászkutyákban. Hasonló asszociációt a családi kutyák 
körében nem tudtunk kimutatni, ami azzal magyarázható, hogy a rend rkutyák homo-
génebb környezetben élnek, így náluk feltételezhet en jobban érvényesülnek a genetikai 
különbségek. A DRD4 3. exon VNTR-ben egy új allélt azonosítottunk, mely nagy gya-
korisággal fordul el  a szibériai huskyban és az európai szürke farkasban. 
A DRD4 2. intron polimorfizmusról megállapítottuk, hogy egy 17 bp-os szakasz variá-
bilis ismétl désének tekinthet , a polimorfizmust funkcionálisan aktívnak, promóter 
jelleg nek találtuk luciferáz riporter vektor rendszerben.  
Számos korábban még nem azonosított polimorfizmust találtunk a kutya tirozin-
hidroxiláz, dopamin- -hidroxiláz és dopamin-transzporter génjeiben, és szignifikáns 
különbséget tapasztaltunk a vizsgálatba bevont öt kutyafajta (N = 637) allél- és genotí-
pus gyakoriság értékei között. Az új polimorfizmusok további asszociáció és funkcioná-
lis vizsgálatok célpontjai lehetnek.  
A kutya dopamineg és szerotonerg génjeiben esetlegesen fellelhet  gén kópiaszám vál-
tozások meghatározására qPCR-en alapuló módszert állítottunk be. Kísérleteink alátá-
masztották a kidolgozott technika megbízhatóságát, ugyanakkor a vizsgált régiókban 





Polymorphic variants in the genes of the monoaminergic neurotransmitter system were 
demonstrated to play a significant role in the development of personality traits and 
complex psychological as well as psychiatric disorders. Our group has been studying 
one of the most thoroughly investigated genes, the gene of the dopamine D4 receptor 
for more than a decade. Application of animal models is an alternative approach in the 
field of the research of behavioral genetics. Dogs were used in our study because of the 
interesting fact, that canines possess a variable number of tandem repeats polymorphism 
similar to that of humans, whereas neither rats, nor mice have an analogue sequence 
variation in the appropriate gene segment. 
One of the major aims of our work was the study of any putative association between 
the dog DRD4 exon III VNTR and some endophenotypes of the ADHD (attention defi-
cit hyperactivity disorder), because it was suggested that this gene is a candidate of the 
disease in human. Significant association was demonstrated between the activity-
impulsivity scale of the dog ADHD rating scale and the 2/2 genotype of the DRD4 
VNTR in police German Shepherds. In contrast, no similar association could be found 
in pet dogs, which might be explained by the fact, that police dogs live in a fairly ho-
mogeneous environment, consequently the genetic factors can play a larger role in the 
development of the phenotype. A novel variant (allele 8) of the DRD4 VNTR was also 
identified and shown to be quite common among Siberian huskies and European gray 
wolves. 
It was demonstrated that the previously described 17 bp deletion in intron 2 of the 
DRD4 gene can also be considered as a VNTR polymorphism. Moreover, it was also 
shown, that the region possess a promoter activity in in vitro luciferase reporter system, 
consequently might play a role in the regulation of gene expression. 
Further repeat polymorphisms were searched in silico and in vitro in the dopaminergic 
system (i.e. in the gene of the tyrosine hydroxylase, dopamine-β-hydroxylase and do-
pamine transporter), and it was observed, that allele- and genotype frequencies differed 
significantly among the five investigated dog breeds. These novel polymorphisms can 
be important targets of further functional and association studies. 
A real-time PCR based method was elaborated for the analysis of copy number of genes 
in the dopaminergic and serotonergic system. Although the experiments proved the reli-





ADHD becsl  skála gazda változata 
Kérjük jelölje be azt a választ, amely kutyája viselkedésére  leginkább jellemz ! 
 
Gazda neve:  
Kutya neve és neme: 





Kérdések Soha Ritkán Gyakran 
Nagyon 
Gyakran 
1. Kutyája nehezen tanul, mert figyelmetlen, 
illetve könnyen elvonják a figyelmét más 
dolgok. 
0 1 2 3 
2. Könny  a figyelmét felkelteni, de hamar 
elveszti az érdekl dését. 
0 1 2 3 
3. Nehezen tud koncentrálni a feladatra vagy a 
játékra. 
0 1 2 3 
4. Elhagyja a helyét, amikor maradnia kellene. 0 1 2 3 
5. Nem tud csendben maradni, nem lehet köny-
nyen elhallgattatni. 
0 1 2 3 
6. Állandóan izeg-mozog, folyton menne, 
olyan, mintha felhúzták volna. 
0 1 2 3 
7. Úgy t nik, nem figyel, akkor sem ha tudja, 
hogy hozzá beszélnek. 
0 1 2 3 
8. Szertelen, nehezen fegyelmezhet , ha egy-
szer beindul, alig lehet leállítani. 
0 1 2 3 
9. Folyton csak játszana, rohangálna. 0 1 2 3 
10. Egyszer  feladatokat akár könnyen megold, 
de a bonyolultabbakkal rendszeresen nehéz-
ségei vannak, akkor is, ha ismeri és sokat 
gyakorolta ket. 
0 1 2 3 
11. Hajlamos elkapkodni a dolgokat és ezért 
hibázik a feladatokban. 
0 1 2 3 
12. Figyelme könnyen elvonható. 0 1 2 3 
13. Nem tud várni a sorára. 0 1 2 3 
 
Kutya képzési adatai: 
(Kérjük jelezze, ha a kutya kiképzésben részesült vagy vizsgát tett.) 
engedelmesség rz -véd  agility vadászat 
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